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Die Alzheimer Demenz ist eine weitverbreitete degenerative Erkrankung des 
Nervensystems, bei deren Pathologie das Amyloid Vorläuferprotein (APP) eine wichtige 
Rolle spielt. Viele biochemische, strukturelle, funktionelle und molekularbiologische 
Eigenschaften von APP sind bislang unzureichend erforscht. Die Funktion von APP ist 
unbekannt. Für ein besseres Verständnis standen in der vorliegenden Arbeit Fragen nach 
dem intrazellulären Transport und der Prozessierung von APP und dessen mögliche 
Funktion in der Signalübermittlung im Mittelpunkt. 
 
Zur Analyse des axonalen Transports von APP wurden Mutanten hergestellt, die mit 
Hilfe des Semliki Forest Virus Expressionssystems in hippokampalen Neuronen exprimiert 
wurden. Ihre Verteilung in der Zelle wurde durch immunzytochemische und 
mikroskopische Methoden bestimmt. Aufgrund experimenteller Schwierigkeiten konnten 
keine eindeutigen Ergebnisse erzielt werden. Daher wurden Alternativmethoden getestet, 
mit denen die Transportstudien vereinfacht werden sollten. Unter anderem wurden APP-
GFP Fusionsproteine hergestellt um die immunzytochemische Analyse zu erleichtern. In 
stabil transfizierten Zelllinien stellte sich jedoch heraus, dass die GFP Fusion die 
Dimerisierung von APP und die Produktion von Aβ hemmt. Da vorstellbar ist, dass die 
veränderten Eigenschaften von APP, die bei der Dimerisierung und Prozessierung 
gefunden wurden, auch den Transport von APP beeinflussen, wurde die Verwendung der 
APP-GFP Fusionsproteine in weiteren Transportstudien eingestellt. 
Die mögliche Funktion von APP bei der Signalübertragung über trimere G Proteine 
wurde mit Hilfe von konstitutiven APP Dimeren untersucht. Diese wurden mit Hilfe einer 
künstlichen Disulfidbrückenbindung hergestellt. Bei Verwendung eines GTPase Test-
systems konnte kein Einfluss der Dimerisierung auf die Signalübertragung detektiert 
werden. Die konstitutive Dimerisierung bewirkte jedoch eine Erhöhung der Aβ Menge. In 
Verbindung mit den FAD Mutationen Swedish und London wurde sowohl die 
Dimerisierung als auch die Aβ Produktion verstärkt. 
Zur Untersuchung der Funktion von APP und zur Bereitstellung primärer Zellkulturen 
für Transport- und Prozessierungsstudien in hippokampalen Neuronen sollten Mauslinien 
etabliert werden, die AD relevante Gene neuronenspezifisch und induzierbar exprimieren. 
Es wurden zunächst transgene Mäuse produziert, die den Tetrazyklin Transaktivator unter 
der Kontrolle des Prion Protein Promotors in Neuronen exprimieren sollten. Aus 
organisatorischen Gründen konnte die neuronenspezifische Expression des Transgens 
bislang nicht bestätigt werden und die Züchtung dieser Mäuse ist noch nicht 
abgeschlossen. 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen vermuten, dass sowohl die N-Glykosylierung als auch 
die Aβ Domäne eine wichtige Signalfunktion für die APP Dimerisierung haben. Diese und 
eventuell andere Dimerisierungssignale könnten den Transport und die Prozessierung 
von APP derart beeinflussen, dass es mit zunehmender Dimerisierung zu einer 
verstärkten Aβ Produktion kommt. Genau diese Eigenschaft könnte der relevante Faktor 
bei der Pathogenese der presenilen AD darstellen. Dieses Modell ist in der Lage, die 
Effekte der FAD Mutationen auf die Aβ Produktion und die Wechselwirkung von APP mit 
den Presenilinen zu integrieren. 




3.1. Die Alzheimer Krankheit 
 
3.1.1. Epidemiologie der Alzheimer Krankheit 
 
Die Alzheimer Krankheit (AD) ist eine degenerative Erkrankung des Nervensystems. Sie 
ist durch eine Großhirnrindenatrophie gekennzeichnet, die mit einer Verminderung der 
geistigen Leistungsfähigkeit, schneller Ermüdung, Stimmungsschwankungen und einer 
zunehmenden Beeinträchtigung des Gedächtnisses und der Orientierung einhergeht. 
Inzwischen stellt sie mit 50-70% aller Demenzfälle den Großteil der neuropathologischen 
Veränderungen dar und ist damit viel häufiger als Morbus Parkinson, Chorea Huntington 
oder andere neurodegenerative Erkrankungen. AD gehört im westeuropäischen und 
nordamerikanischen Raum neben Herz-Kreislauferkrankungen, Krebs und Diabetes zu 
den vier häufigsten Todesursachen (Katzman, 1986). Epidemiologische Untersuchungen 
haben gezeigt, dass 5-10% der über 65jährigen, 20% der über 80jährigen und 43% der 
über 90jährigen an dieser Krankheit leiden. Schätzungen gehen davon aus, dass in 
Europa mehr als 4 Millionen Menschen an AD erkrankt sind und dass sich diese Zahl bis 
zum Jahr 2030 verdoppeln wird (Evans et al., 1989; Rocca et al., 1991; Ott et al., 1995). 
 
 
3.1.2. Histochemische Veränderungen im Gehirn 
 
Alois Alzheimer entdeckte die Demenzerkrankung vor 100 Jahren an der 51jährigen Pati-
entin Auguste Deter, bei der er fortschreitenden Gedächtnisschwund, Orientierungslosig-
keit und Halluzinationen diagnostizierte. Wie die Krankenakte der Patientin belegt, 
verstarb sie nach 4 Jahren Krankheitsdauer (Maurer et al., 1997). Die Autopsie ergab eine 
ausgedehnte Atrophie des Gehirns im Bereich des zerebralen Kortex (Alzheimer, 1907). 
Zu den von der Degeneration betroffenen Regionen zählten vor allem der Frontal-, 
Anteriortemporal- und Parietallappen. Bei der histochemischen Analyse des erkrankten 
Gewebes mit Hilfe einer Silberfärbung fand Alois Alzheimer neurofibrilläre Veränderungen 
„flammenartiger Gestalt“ innerhalb von Neuronen sowie unzählige fokale Ablagerungen im 
Bereich des Zerebralkortex (Amyloidplaques). Er erkannte, dass die bis dahin als rein 
psychisch angesehene Krankheit eine organische Grundlage hat. 
 
Die abnormen intra- und extrazellulären Strukturen sind die wichtigsten 
neuropathologischen Kennzeichen der Demenz vom Alzheimer Typ (Bauer, 1994; Blass & 
Poirier, 1996). Es handelt sich um Proteinablagerungen zwischen den Nervenzellen 
(extrazellulär), innerhalb der Nervenzellen (intrazellulär) und in den Wänden von 
Blutgefäßen (vaskulär). Die extrazellulären Proteinablagerungen, die als senile Plaques, 
Amyloidplaques oder Neuritische Plaques bezeichnet werden, bestehen zum größten Teil 
aus Aggregaten des Peptids Aβ (Glenner & Wong, 1984; Masters et al., 1985). Diese 
Plaques zeigen nach Färbung mit Kongo-Rot eine charakteristische grün-gelbe 
Doppelbrechung von polarisiertem Licht (Divry & Florkin, 1927), die auf eine β-
Faltblattstruktur hindeutet (Eanes & Glenner, 1968; Müller-Hill & Beyreuther, 1989; Sipe, 
1992). Die Aβ Aggregate bilden sich durch eine Umlagerung des Aβ Peptids von einem α-
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helikalen Konformationszustand zu einer β-Faltblattstruktur (Norstedt et al., 1994). Dabei 
spielt der N-Terminus von Aβ eine initiierende Rolle. Durch Protonierung (Asp und Glu) 
bzw. Deprotonierung (His) zahlreicher Aminosäureseitenketten wird die α-Helix 
destabilisiert. Bei einer kritischen Konzentration lagern sich parallel angeordnete Moleküle 
in Schichten zu Oligomeren zusammen (Zagorski & Barrow, 1992). Wenn diese 
proteaseresistenten Amyloidfibrillen auf der Oberfläche der Zellen zu Plaques 
aggregieren, erzeugen sie, wie von verschiedenen Autoren postuliert, eine hohe 




3.2. Genetik der Alzheimer Krankheit 
 
Außer den sporadischen Fällen von AD (LOAD = Late onset AD), die in der Regel nach 
dem 65. Lebensjahr auftreten und etwa 99% aller AD Erkrankungen ausmachen, 
existieren präsenile Formen (FAD = familiar AD; EOAD = Early onset AD), die vor dem 
60. Lebensjahr auftreten können und durch eine autosomal dominante Vererbung 
gekennzeichnet sind (Nee et al., 1983; Reisberg et al., 1983; Sandbrink et al., 1996). 
Epidemiologische Studien an Patienten und Familien, die an FAD erkrankt sind, haben 
bislang drei Gene identifiziert, die beim Vorliegen von bestimmten Mutationen die 
Erkrankung auslösen können. Dies sind die Gene für das Amyloid Vorläuferprotein 
(Amyloid Precursor Protein, APP) und für Presenilin 1 und 2 (PS1 und PS2). Zusätzlich 
wurde ein Suszeptibilitätsgen identifiziert, bei dem eines von drei Allelen die 
Wahrscheinlichkeit eines frühen Erkrankungsalters erhöht (Saunders et al., 1993a; 
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Tab. 3.2.1. Krankheitsgene der AD. APP auf Chromosom 21 (Goate et al., 1991), PS1 
auf Chromosom 14 (Sherrington et al., 1995) und PS2 auf Chromosom 1 (Rogaev et al., 
1995; Levy-Lahad et al., 1995). Ein Risikogen (Suszeptibilitätsgen) ist das ApoE ε4 Allel 
auf Chromosom 19 (Strittmatter et al., 1993). 
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Allen bisher identifizierten Mutationen in den drei Genen bzw. dem ApoE ε4 Allel ist 
gemeinsam, dass vermehrt pathogenes Aβ42 gebildet wird (vgl. Abschnitt 3.3.4; Scheuner 
et al., 1995; Scheuner et al., 1996; Price et al., 1998; St George Hyslop, 1998; Cruts et 
al., 1998; Masliah et al., 1995; Bales et al., 1997). Die bevorzugte Produktion dieser Aβ 
Spezies führt zu einer raschen Bildung von unlöslichen Fibrillen und Ablagerungen im 
Gehirn (Scheuner et al., 1996; Borchelt et al., 1996; Duff et al., 1996). Es besteht eine 
Verbindung zwischen der Aβ42 Menge und dem Absterben der Nervenzellen im Gehirn, 
denn die vermehrte Freisetzung von Aβ42 führt zu einem früheren Auftreten der Demenz 
(Scheuner et al., 1996). So bedeutet eine 50%ige Erhöhung der Aβ42 Menge bei Trisomie 
21 (Down Syndrom) eine um bis zu 50 Jahre früher beginnende Bildung von Plaques 
(Rumble et al., 1989).  
 
 
3.3. Das Amyloid Vorläufer Protein (APP) 
 
3.3.1. APP und die APP Genfamilie 
 
1984 wurde eine Teilsequenz von Aβ entschlüsselt (Glenner & Wong, 1984; Masters et 
al., 1985). Von der Aminosäuresequenz leitete man eine degenerierte Basenabfolge ab 
und konnte mit einer Sequenzhomologiesuche aus einer menschlichen cDNA-Bibliothek 
einen passenden EST (expressed sequence tag) identifizieren und klonieren (Goldgaber 
et al., 1987; Kang et al., 1987; Robakis et al., 1987; Tanzi et al., 1987). Da das gefundene 
Genprodukt länger war als Aβ, folgerte man, dass Aβ durch proteolytische Spaltung aus 
diesem größeren Vorläuferprotein, dem Amyloid Precursor Protein (APP), freigesetzt wird. 














        Domäne
KPI ex15












FAD Mutation  
 
 
Abb. 3.3.1. Schematische Darstellung der Domänenstruktur von APP695 und Aβ. APP 
ist ein Typ I Transmembranprotein mit einem 47 AS langen zytoplasmatischen Teil und 
einer großen Ektodomäne. Die Abbildung zeigt die Einteilung in Domänen und die Position 
der alternativ gespleißten Exons. Die Aβ Region erstreckt sich über 39 bis 43 AS im 
Bereich der Transmembranregion. Die Sekretase Schnittstellen α, β und γ und die 
Positionen der FAD Mutationen Swedish und London sind angegeben. 
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Das APP Gen liegt auf Chromosom 21 und besteht aus 18 Exons, von denen Exon 7 
(KPI), 8 (OX-2) und 15 alternativ gespleißt werden können. Dies führt zur Entstehung von 
acht mRNA Isoformen (Sandbrink et al., 1994), deren Genprodukte eine Gruppe von 
glykosylierten Typ I Transmembranproteinen mit einem Molekulargewicht von ca. 110 bis 
135 kDa bilden (Weidemann et al., 1989). Die Kennzeichnung der APP Spleißvarianten 
erfolgt nach der Anzahl der Aminosäuren. 
 
APP ist Mitglied einer neuen Genfamilie. Es wurden homologe Proteine beim Menschen 
und bei verschiedenen anderen Spezies isoliert und charakterisiert, die eine große 
Übereinstimmung in der Domänenstruktur aufweisen. APPL (amyloid precursor protein-
like) aus Drosophila melanogaster ist 886 AS lang und wird neuronal exprimiert (Torroja et 
al., 1996). Die Sequenzhomologie zeigt die evolutionär starke Konservierung von APP 
(Luo et al., 1990; Rosen et al., 1989). APL-1 (amyloid protein-like 1) aus Caenorrhabditis 
elegans ist ein weiteres APP homologes Protein eines Invertebraten (Daigle & Li, 1993). 
APLP1 (amyloid precursor-like protein 1) des Menschen kodiert 650 AS (ähnlich auch bei 
Maus und Ratte) und wird ausschließlich neuronal exprimiert (Lorent et al., 1995). Es 
ähnelt in der Domänenstruktur dem APPL (Wasco et al., 1992). APLP2 (amyloid 
precursor-like protein 2) aus dem Menschen kodiert maximal 763 AS. Es zeigt über 90% 
Identität mit APLP1 und 52% Identität bzw. 71% Ähnlichkeit mit APP (Sprecher et al., 
1993; Wasco et al., 1993). Wie APP besitzt APLP2 eine KPI-Domäne. Durch alternatives 
Spleißen von Exon 7 und 14 können vier Isoformen gebildet werden (Sandbrink et al., 




3.3.2. Modifikationen und Prozessierung von APP 
 
Die APP Moleküle durchlaufen in der Zelle den konstitutiven sekretorischen Weg und 
können posttranslational N- und O-glykosyliert (Weidemann et al., 1989), Tyrosin-sulfatiert 
(Oltersdorf et al., 1989), phosphoryliert (Hung & Selkoe, 1994; Oltersdorf et al., 1989), 
oder durch Sialinsäuren (Caporaso et al., 1994) modifiziert werden. Auf ihrem Weg zur 
Plasmamembran werden die APP Moleküle zusätzlich einer proteolytischen 
Prozessierung durch sogenannte Sekretasen unterzogen (Übersicht in Evin et al., 1994; 
Hardy et al., 1997, Selkoe et al., 1994). Dadurch entsteht eine Vielfalt an freien und 
membrangebundenen Formen (Haass et al., 1992a; Sisodia, 1992; Weidemann et al., 
1989). Für die proteolytische Prozessierung gibt es zwei Möglichkeiten, die sich 
gegenseitig ausschließen: den nicht-amyloidogenen und den amyloidogenen Abbauweg. 
 
Der nicht-amyloidogene Abbauweg wird vor allem in nichtneuronalen Zellen beschritten 
und ist durch eine proteolytische Spaltung im Bereich der Aβ Sequenz zwischen AS 16 
und 17 gekennzeichnet (Esch et al., 1990; Weidemann et al., 1989). Dieser Schnitt, der 
durch die α-Sekretase katalysiert wird, setzt fast die gesamte APP Ektodomäne (APPsec) 
als lösliches APP in das extrazelluläre Milieu frei. Das restliche Fragment (p3CT) verbleibt 
in der Membran (Anderson et al., 1991). Da die α-Sekretase innerhalb der Aβ Sequenz 
schneidet, wird die Bildung von Aβ verhindert (vgl. Abschnitt 3.3.4. und Abb. 3.3.3.; 
Selkoe, 1998). 
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Bei der amyloidogenen Prozessierung wird Aβ aus APP durch konsekutive proteolytische 
Spaltung von der β- und γ-Sekretase freigesetzt. Dabei wird zunächst unter Mitwirkung 
der β-Sekretase das lösliche APPsecβ und das in der Membran verbleibende A4CT 
generiert (C99, Dyrks et al., 1988). A4CT dient als Substrat für die γ-Sekretase, die das 
Aβ Peptid abtrennt (Dyrks et al., 1993; Higaki et al., 1995). Der C-Terminus von Aβ weist 
eine starke Heterogenität auf. Die beiden häufigsten Formen sind diejenigen mit 40 (Aβ40) 












Abb. 3.3.2. Bezeichnung der APP Fragmente. APP wird durch konsekutive Proteolyse 
verschiedener Sekretasen in definierte Fragmente geteilt (vgl. Abbildung 3.3.3.). Beim 
nicht-amyloidogenen Abbau von APP werden durch die α-Sekretase zunächst APPsec und 
p3CT freigesetzt. Anschließend kann p3CT durch die γ-Sekretase in p3 und CT gespalten 
werden. Beim amyloidogenen Abbau von APP werden durch die β-Sekretase zunächst 




3.3.3. Aβ Peptid und „Amyloidhypothese“ 
 
Ein Meilenstein in der modernen Alzheimer Forschung war die Identifikation des Aβ. Es 
wurde unabhängig von zwei Laboratorien isoliert und seine N-terminale Sequenz durch 
Edman-Abbau bestimmt (Glenner & Wong, 1984; Masters et al., 1985). Bei Aβ handelt es 
sich um ein 39-43 AS langes Peptid mit einem Molekulargewicht von ca. 4 kDa, das aus 
einem Vorläufermolekül, dem APP, herausgeschnitten wird. Da Aβ in allen Menschen 
nachweisbar ist, wird vermutet, dass es in löslicher Form eine bislang unbekannte 
physiologische Funktion besitzt und keinen schädigenden Effekt auf die Zelle hat (Haass 
et al., 1992; Shoji et al., 1992). Unter physiologischen Bedingungen werden überwiegend 
Aβ40 und nur geringe Mengen an Aβ42 produziert (Suzuki et al., 1994; Scheuner et al., 
1996; Wang et al., 1996). Für die Pathogenese ist Aβ42 allerdings von größerer 
Bedeutung, denn es ist die Hauptkomponente der senilen Plaques (Naslund et al., 1994; 
Roher et al., 1993; Tamaoka et al., 1994; Tamaoka et al., 1995) und besitzt ein stärkeres 
Aggregationsvermögen als Aβ40 (Jarret et al., 1993: Jarret & Lansbury, 1993). Die 
toxische Eigenschaft des Aβ Peptids veranlassten Kang et al. (1987) zur Formulierung der 
„Amyloidhypothese“, nach der ein jahrelanger Abbauprozess mit kaskadenartiger 
Ablagerung von Aβ zur Bildung der senilen Plaques führt (vgl. Abb. 3.3.3.). Dieser 
Vorgang stellt demnach das zentrale pathologische Agens der AD dar (Kang et al., 1987). 
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Die „Amyloidhypothese“ wird durch Erkenntnisse aus der genetischen und 
molekularbiologischen Forschung bestätigt. Es wurde gezeigt, dass Mutationen im APP 
Gen und anderen Genen einen frühen Beginn der AD bewirken können (vgl. Tabelle 
3.2.1.; Übersichten in Sandbrink et al., 1996; Sisodia & Price, 1995; Sandbrink & 































Abb. 3.3.3. Schematische Darstellung der Amyloidhypothese. Beim nicht-
amyloidogenen Abbau von APP schließt der Schnitt durch die α-Sekretase die Entstehung 
von Aβ aus und es werden APPsecβ, p3CT und p3 gebildet. Beim amyloidogenen 
Abbauweg kommt es zur Freisetzung von Aβ, das aggregiert und sich zu senilen Plaques 
ablagert. Während die Identität der γ-Sekretase unbekannt ist, sind die α- und β-Sekretase 
bereits identifiziert (Lammich et al., 1999; Vassar et al., 1999; Hussain et al., 1999; Riqiang 
et al., 1999; Sinha et al., 1999). 
 
Es gilt als gesichert, dass die Toxizität von Aβ, die zum Absterben der Zellen führt, nicht 
alleine von den Amyloidfibrillen der senilen Plaques ausgehen kann. Versuche an 
hippokampalen Neuronen zeigen, dass große Mengen an intrazellulärem Aβ produziert 
werden (Simons et al., 1996). Neuronen verfügen offenbar über einen wenig bekannten, 
neuronenspezifischen Pfad zur Bildung eines intrazellulären Aβ Pools (Tienari et al., 
1997). Damit könnte in definierten Kompartimenten innerhalb der Zelle die für den 
pathologischen Mechanismus erforderliche hohe Konzentration an Aβ erreicht werden. 
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3.3.4. Funktion von APP 
 
Die physiologische Funktion von APP ist bislang nicht bekannt. Das ubiquitäre 
Vorkommen und die starke Expression im Gehirn deuten jedoch auf eine wichtige 
Funktion hin, auch wenn in knock-out Mäusen nur eine geringfügige Einschränkung der 
Lokomotorik und eine Gewichtsreduktion gegenüber Wildtypmäusen beobachtet wurde 
(Zheng et al., 1995). Wahrscheinlich wird die fehlende Funktion von APP durch die beiden 
Homologen APLP1 und APLP2 kompensiert (von Koch et al., 1997). In Drosophila-
Fliegen führt die Expression von APP in der larvalen Flügelscheibe zu einer Missbildung 
des Flügels (Foßgreen et al., 1998). Vermutlich stört APP die für die Adhäsion der Zellen 
notwendigen Mechanismen oder beeinträchtigt die Signalübertragung zwischen den 
Zellen. Eine andere mögliche Funktion von APP ist die Wirkung als trophischer Faktor, 
der als neuroprotektives Agens das Überleben von Neuronen sichert und das 
Neuritenwachstum fördert (Hoffmann et al., 2000; Schubert et al., 1989). 
 
Aufgrund der geringen Aussagekraft der bisherigen Daten bezüglich der Funktion von 
APP wurden die biochemischen Eigenschaften des Proteins in den Vordergrund gestellt. 
Anhand seiner Struktur wurde eine Funktion als Zelloberflächenrezeptor angenommen 
(Kang et al., 1987; Shivers et al., 1988; Schubert et al., 1991). Eine mögliche Beteiligung 
an der Signalübertragung wurde durch die Identifizierung und Charakterisierung von 
Bindungsstellen für das trimere G0 Protein (Nishimoto et al., 1993; Nitsch et al., 1992; 
Okamoto et al., 1995), disabled-1 (dab-1; Howell et al., 1999; Homayouni et al., 1999) und 
die neuronal exprimierten Proteine Fe65 (Borg et al., 1996) und X11 (Borg et al., 1996; 
Tomita et al., 1999) in der zytoplasmatischen Domäne postuliert. 
 
 
3.4. Polarisierte Zellen als Modellsystem für AD 
 
3.4.1. Primäre neuronale Zellkultur 
 
Obwohl sowohl Neuronen als auch Astrozyten große Mengen an Aβ produzieren und 
beide zur Entstehung der senilen Plaques beitragen könnten, sind die Neuronen nach der 
Manifestation der Krankheit schwerer betroffen. Verschiedene Aspekte des APP 
Metabolismus scheinen spezifisch für Neuronen zu sein. So wird APP durch zwei 
alternative Mechanismen gespalten, wobei der nicht-amyloidogene Pfad eine 
untergeordnete Rolle spielt (Haass et al., 1991; Hung et al., 1992) und über den 
amyloidogenen Pfad große Mengen an Aβ produziert werden (Simons et al., 1996, Tienari 
et al., 1997). Diese Versuche wurden in zwei verschiedenen Arten von primären 
Neuronenzellkulturen aus Mäusen- oder Rattenembryonen durchgeführt, in kortikalen und 
hippokampalen Neuronen. Kortikale Neuronen werden am 14. Tag der 
Embryonalentwicklung (E14) durch eine Präparation der beiden Hirnhemisphären 
gewonnen. Diese Zellen bilden eine Mischkultur aus Neuronen und Gliazellen. Die 
Neuronen zeigen nach einiger Zeit in Zellkultur die typische Morphologie mit Axonen und 
Dendriten und bilden zahlreiche Synapsen aus. Sie sind besonders aufgrund der 
ausreichenden Verfügbarkeit für biochemische Untersuchungen geeignet. Hippokampale 
Neuronen werden aus dem Hippokampus am Tag 17 oder 18 der Embryonalentwicklung 
(E17 bzw. E18) gewonnen (Goslin & Banker, 1991). Zu diesem Zeitpunkt sind die 
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pyramidalen Neuronen die vorherrschende Zellsorte im Hippokampus. Diese Zellen 
haben bereits Axone und Dendriten ausgebildet, die sich in Morphologie, Komposition und 
Funktion unterscheiden. Nach der Präparation bilden sie im Laufe der Kultivierung über 
eine stereotypische Sequenz von fünf Entwicklungsstadien eine für Neuronen 
charakteristische, polarisierte Morphologie aus (Dotti et al., 1998; Goslin & Banker, 1991). 
Das ist entscheidend für ihre Eignung zur Untersuchung der Sortierung von APP (Dotti et 
al., 1988; Ledesma et al., 1998). 
 
Ein Neuron mit einem viele Meter langen Axon ist ein drastisches Beispiel einer polari-
sierten Zelle. Es besitzt eine axonale und eine somatodendritische Membrandomäne, 
deren Protein- und Lipidzusammensetzung wie in einer Epithelzelle aufrecht erhalten 
werden muss (Jareb & Banker, 1998; Ledesma et al., 1999; Wickler et al., 1999; 
Übersicht in Rodriguez-Boulan & Powell, 1992). Es wird angenommen, dass Proteine, die 
in epithelialen Zellen apikal sortiert werden, in Neuronen hauptsächlich axonal dirigiert 
werden, und dass die basolaterale Membran epithelialer Zellen der somatodendritischen 
Membran bei Neuronen entspricht (Craig & Banker, 1994; Matter & Mellman, 1994). 
 
 
3.4.2. Eigenschaften polarisierter Zellen und Sortierungssignale bei Proteinen 
 
Polarisierte Zellen können eine spezifische Verteilung von Komponenten an der 
Zelloberfläche erzeugen und aufrechterhalten. Diese ist abhängig von der korrekten 
Verteilung der Membranbestandteile nach ihrer Synthese. Um die Zellpolarität aufrecht zu 
erhalten, müssen in der Zelle Sortiersignale wirken, die die jeweiligen Komponenten zum 
richtigen Ort in der Membran dirigieren (Übersichten in Simons & Wandinger-Ness, 1990; 
Mostov & Cardone, 1995). Membranproteine werden im Allgemeinen ko-translational in 
die Membran des rauen Endoplasmatischen Retikulum eingebaut, durch den Golgi-
Apparat dirigiert und dann vom Trans-Golgi Network ausgehend zur Plasmamembran 
transportiert (Aroeti & Mostov, 1994; Matter & Mellman, 1994). Dabei entscheiden 
Transportsignale im Protein und der Sortierungsmechanismus der Zelle, der das Signal 
erkennen und interpretieren muss, an welchen Ort das Protein gelangt (Mäsch et al., 
1996; Aroeti & Mostov, 1994). Ein einzelnes Protein kann dabei gleichzeitig mehrere 
Signale besitzen, die zuweilen redundant und hierarchisch sein können. Signalstrukturen 
können zusätzlich durch geeignete post-translationale Modifikationen (Glykosylierung, 
GPI-Anker, partielle Proteolyse, Phosphorylierung, Dephosphorylierung, Bindung von 
Liganden, Dimerisierung) aktiviert oder gehemmt werden. So kann das Protein zu einem 
späteren Zeitpunkt in der Zelle umverteilt werden. Man vermutet, dass andere Proteine 
oder Lipide als Rezeptoren für diese Signale fungieren und den Transportweg eines 
signaltragenden Proteins bestimmen (Aroeti & Mostov, 1994). Neben der 
Aminosäuresequenz spielt eventuell die Ausbildung einer bestimmten Sekundär- oder 
Tertiärstruktur, z.B. einer α-Helix oder eines β-Faltblattes, eine wichtige Rolle bei der 
Signalerkennung (Matter & Mellman, 1994). Wie bereits am polymeren Immunglobulin-
Rezeptor gezeigt wurde, ist der Sortierungsmechanismus so effektiv, dass auch 
Sortierungssignale in einem heterologen Protein erkannt werden (de Hoop et al., 1995). 
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3.4.3. Sortierungssignale bei APP 
 
APP trägt mehrere Sortierungssignale, die konvergent oder entgegengesetzt wirken. 
Offenbar sind die N-Glykosylierung am Asparagin an Position 467 (N467) bei APP695 und 
membrannahe Strukturen im extrazellulären Teil des Aβ Peptids für die axonale 
Sortierung von APP in Neuronen verantwortlich (Simons et al., 1995, Tienari et al., 1996). 
APP enthält in der zytoplasmatischen Domäne verschiedene Signalstrukturen, die mit 
dem Proteintransport in Zusammenhang stehen. Für einen Tyrosinrest nahe der 
Transmembranregion, der an ähnlicher Position auch beim LDL-Rezeptor vorkommt 
(Matter et al., 1992; Matter et al., 1993), wurde eine Funktion bei basolateralen 
Transportprozessen in MDCK Zellen nachgewiesen (Haass et al., 1995; Casanova et al., 
1990). Die Phosphorylierung dieses Tyrosinrestes ist für die schnelle Internalisierung und 
Transzytose des Proteins verantwortlich. Weiterhin wurde ein NPXY-Endozytosesignal 
lokalisiert, das man in dieser Form auch beim pIgR oder dem LDL Rezeptor findet (Chen 
et al., 1990; Matter et al., 1992; Matter et al., 1994). 
 
 
3.4.4. Semliki Forest Virus Expressionssystem 
 
Die Identifikation der axonalen Sortierungssignale von APP gelang bei Untersuchungen in 
hippokampalen Neuronen (vgl. Abschnitt 3.6.). Für die Expression des APP und zahl-
reicher Sortierungsmutanten wurde das Semliki Forest Virus (SFV) Expressionssystem 
benutzt. Klassische Expressionsmethoden mit eukaryontischen Expressionsvektoren 
funktionieren bei den Neuronen nicht gut, da die ausdifferenzierten, postmitotischen 
Zellen nur eine geringe Transfektionsrate aufweisen. Rekombinante RNA Viren, wie die 
Alphaviren SFV (Liljestrøm & Garoff, 1991) und Sindbis Virus, oder DNA-Viren, wie etwa 
Adenovirus und Herpes Simplex Virus, erhöhen die Transfektionseffizienz und erlauben 
eine starke Expression heterologer Proteine in ausdifferenzierten Zellen. In hippo-
kampalen Neuronen kann mit rekombinanten SFV eine virale Überexpression in mehr als 
20% der Neuronen erreicht werden (de Hoop et al., 1994), wobei der Transport des 
rekombinanten Proteins im Vergleich zum endogenen unverändert bleibt (Jareb & Banker, 
1998). Die Expressionsprodukte können bereits nach 1 h nachgewiesen werden. Das 
Expressionsmaximum wird nach 6 h erreicht (Roks et al., 1997). Diese massive Über-
expression bei Verwendung des SFV Expressionssystems ist nicht unproblematisch. Der 
restliche Zellmetabolismus wird stark beeinträchtigt und saturierbare Mechanismen in der 
Zelle können bei „Überflutung“ negativ beeinflusst werden (Winckler & Mellman, 1999). 
 
 
3.4.5. myc-tag und Green Fluorescent Protein (GFP) 
 
Zur Visualisierung heterologer Proteine in der Zelle können diese mit einer Markerpeptid 
Sequenz (myc-tag) aus dem Proto-Onkogen c-myc fusioniert werden. Der myc-tag 
ermöglicht mit Hilfe einer immunzytochemischen Untersuchungsmethode die selektive 
Identifizierung des eingeführten rekombinanten Proteins bei gleichzeitiger Eliminierung 
des störenden Hintergrunds durch das endogene wt Protein. Der immunzytochemische 
Nachweis eines Proteins mit myc-tag ist eine kostenintensive und zeitaufwendige 
Methode. Eine einfachere Möglichkeit zur Sichtbarmachung eines Proteins in der Zelle ist 
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die Fusion mit dem Green Fluorescent Protein (GFP). Hierbei kann die Expression des 
Fusionsproteins direkt durch Anregung mit UV Licht sichtbar gemacht werden. 
 
GFP ist ein globuläres Protein aus der Qualle Aequorea victoria mit 238 AS und einem 
theoretischen Molekulargewicht von 27 kDa. Es besteht aus einer einzelnen Aminosäure-
kette, bei der eine zentrale α-Helix von elf β-Faltblättern vom umgebenden Medium 
abgeschirmt wird. Das Fluorophor ist Teil der α-Helix und entsteht durch eine 
autokatalytische Zyklisierung des Polypeptid-Rückrads der Reste Ser65 und Gly67 und der 
Oxidation der α-β Bindung von Tyr66 (Ormö et al., 1996). Bei Lichteinstrahlung entsteht 
eine grüne Fluoreszenz mit einer Wellenlänge von 508 nm (Cubitt et al., 1995). Die 
Absorptionsmaxima des wt GFP liegen bei einer Wellenlänge von 395 nm und, weit 
schwächer, bei 475 nm. Die Fluoreszenz bleibt auch nach einer Fixierung mit 
Formaldehyd oder Glutaraldehyd erhalten (Chalfie et al., 1994). Die Mutation Ser65Thr 
bewirkt ein einzelnes Absorptionsmaximum bei 488 nm und die Emission einer grünen 
Fluoreszenz mit einer Wellenlänge von 510 nm. Vorteile dieser Mutation im Vergleich zum 
wt GFP sind eine um den Faktor 6 verstärkte Helligkeit, eine deutlich verkürzte 
Bildungsdauer des Fluorophors und ein günstigeres Ausbleichverhalten (Cubitt et al., 
1995, Heim et al., 1995). GFP wurde bereits vielfach zur Kontrolle der Genexpression 
oder als Fusionsprotein benutzt. Dabei wurden weder die Biogenese des untersuchten 
Proteins noch die Fluoreszenzeigenschaften von GFP durch die Fusion gestört (Flach et 
al., 1994; Cubitt et al., 1995, Heim et al., 1995). Für die Analyse rekombinanter Proteine 
bietet die Fusion mit GFP im Vergleich zur Markierung mit einem myc-tag einen weiteren 
Vorteil. Während die Detektion mit anti-myc Antikörpern die Tötung und Fixierung der 
Zellen erfordert, ist bei GFP Fusionsproteinen eine Analyse in lebenden Zellen möglich 
(Kaether & Gerdes, 1995; Kaether et al., 1997). Dadurch können kinetische Studien 
durchgeführt und dynamische Prozesse beobachtet werden. 
 
 
3.5. Transgene AD Mäuse 
 
3.5.1. Tiermodelle in der AD Forschung 
 
Zellkultursysteme und in vitro Untersuchungsmethoden geben zellbiologische Vorgänge in 
der Regel nur eingeschränkt wider. Bei experimentellen Manipulationen sind unbeabsich-
tigte Auswirkungen auf das Zellgeschehen nicht auszuschließen und es besteht die Mög-
lichkeit zur Ausbildung von Artefakten. Da viele Vorgänge Teil komplexer Mechanismen 
und Regelnetzwerken sind, können manche Aspekte nicht oder nur unzureichend und 
selten in Ihrer Gesamtheit dargestellt werden. Das trifft auch auf die Erforschung der AD 
und der zugrunde liegenden pathologischen Vorgänge zu. Daher wurden vor allem für die 
funktionelle Charakterisierung von APP Tiermodelle verwendet. (vgl. Abschnitte 3.3.5. und 
5.4.; Foßgreen et al., 1998; McNamara et al., 1998; von Koch et al., 1997). Die 
molekularen Mechanismen (Sekretasen), die zur Prozessierung von APP beitragen, sind 
auch in Nagetieren vorhanden (DeStrooper et al., 1995). Aus diesem Grund ist die 
Herstellung transgener Mäuse ein wertvolles Modellsystem zur Erforschung der AD. 
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Keiner der existierenden Mausstämme bildet den kompletten AD Phänotyp ab. Daher ist 
es schwierig, alle biologischen Aspekte der Krankheit in einer Maus zu vereinen. Diese 
Feststellung ist wenig überraschend, zumal AD mit nicht weniger als 4 Genen nur für die 
familiären Formen in seiner Komplexität anderen Erkrankungen vergleichbar ist. 
Außerdem könnte es ein prinzipielles Problem sein, wenn man eine menschliche 
Erkrankung, die erst in der 6. oder 7. Lebensdekade auftritt, in Tieren mit einer maximalen 
Lebenserwartung von 3 Jahren nachzubilden. Neue Substrate und Technologien sollten 
die transgene Forschung an Alzheimer Mäusen komplementieren. Man könnte andere AD 
Ko-Faktoren in diesen Mäusen „humanisieren“, um ein authentischeres Modell zu 
generieren (Loring et al., 1996). 
 
 
3.5.2. Tetrazyklin Transaktivator System 
 
Zunächst war die Etablierung transgener Mausstämme mit überzeugender Pathologie 
schwierig (Hsiao et al., 1995; Games et al., 1995; Hsiao, 1998). Das trifft im Wesentlichen 
auf die Mausmodelle zu, bei denen durch eine massive Überexpression von APP oder 
APP Derivaten die Menge an produziertem Aβ Peptid gesteigert und eine Ablagerung von 
senilen Plaques erreicht werden sollte. Nach der Entdeckung der Presenilin Gene und 
deren Mutationen wurden neue transgene Modelle zur Steigerung der Aβ Produktion 
entwickelt (Bornemann & Staufenbiel, 2000; McGowan et al., 1999; Borchelt et al., 1996; 
Duff et al., 1996; Citron et al., 1997; Übersicht in Price et al., 1998). Für die Untersuchung 
von komplexen Vorgängen in der Zelle und zur funktionellen Charakterisierung von APP 
und anderen AD relevanten Proteinen stehen zur Zeit nur wenige Mausmodelle zur 
Verfügung (McNamara et al., 1998; von Koch et al., 1997). Insbesondere die Letalität bei 
Doppel knock-out Mäusen ist problematisch. Eine interessante Alternative ist daher die 
Verwendung eines induzierbaren Transgen für die gezielte An- und Abschaltung der 
Expression zu beliebigen Zeitpunkten in der Ontogenese der Maus. Diese Möglichkeit 
bietet das Tetrazyklin Transaktivator System (Tet Transaktivator System) in Verbindung 
mit einer bidirektionalen Transkriptionseinheit (vgl. Abbildung 3.5.1.). 
 
Beim tTA System wird die Repressordomäne (tetR) des Tet Operons aus E. coli an die 
Transkription aktivierende Domäne des viralen Proteins VP16 von Herpes simplex Virus 
fusioniert (Tetrazyklin kontrollierter Transaktivator, tTA) und unter der Kontrolle eines 
geeigneten Promotors in eukaryontischen Zellen exprimiert (Gossen & Bujard, 1992). 
Durch Gabe bzw. Wegnahme von Tetrazyklin kann man in diesen Zellen die Bindung von 
tetR an den Tet Operator (tetO) und damit die Expression eines Gens regulieren, das 
unter der Kontrolle des tetO und eines universellen Minimalpromotors steht (Gossen & 
Bujard, 1992). Die Stärke der Expression dieses Gens kann je nach Tetrazyklinmenge im 
Bereich von fünf Zehnerpotenzen reguliert werden. Die gewebsspezifische Expression 
des tTA wird durch die Wahl des Promotors erreicht, der dem Gen für den tTA voransteht. 




(A)  1n(A)  2n
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Abb. 3.5.1. Schematische Darstellung einer bidirektionalen Transkriptionseinheit und 
des Tet Transaktivator Systems (nach Baron et al., 1995 und Gossen & Bujard, 1992). 
(A) Plasmid pBI-4 als bidirektionale Transkriptionseinheit. Der Promotor PhCMV besteht aus 
sieben tet Operatoren (tetO), die von zwei CMV Promotor/Enhancer Sequenzen des 
menschlichen Cytomegalovirus „immediate early gene 1“ (PhCMVIE) flankiert werden. (A)n1 
symbolisiert die SV40 Polyadenylierungssequenz, (A)n2 das Poly A Signal das β-globin 
Gens aus Kaninchen (Baron et al., 1995). (B) Tet Transaktivator (tTA) System. tTA setzt 
sich aus einer Repressordomäne (tetR) und einer Aktivierungsdomäne (VP16) zusammen 
und wird im vorliegenden Fall unter der Kontrolle des Prion Protein (PrP) Promotors 
gewebsspezifisch exprimiert. In Abwesenheit des Effektors Tet (-Tet) bindet der 
Transaktivator an den Promotor PhCMV und aktiviert die Transkription. Bei Anwesenheit des 
Effektors (+Tet) dissoziiert der Transaktivator und es findet, je nach Qualität des 
Minimalpromotors und der Integrationsstelle im Genom, keine Transkription mehr statt. 
 
Für die Expression des tTA im Gehirn wurde in der vorliegenden Arbeit der Prion Protein 
(PrP) Promotor gewählt (Scott et al., 1992). Er stammt vom Gen für das menschliche PrP 
und erlaubt eine neuronenspezifische Expression ab Tag 13,5 der Embryonalentwicklung 
(Manson et al., 1992, Hsiao et al., 1995). Da in nichtneuronalen Zellen der Transaktivator 
nicht exprimiert wird, ist gewährleistet, dass das unter der Kontrolle des PhCMV Promotors 
stehende Gen nach der Induktion nur in Neuronen exprimiert wird. Beim gewählten 
Versuchansatz war daher davon auszugehen, dass die Expression des tTA bereits in der 
Embryonalentwicklung in vivo und sehr früh in der Zellkultur primärer Neuronen auftritt. 




Durch Untersuchungen in epithelialen Nierenzellen (Madin-Darby canine kidney cells, 
MDCK Zellen; Haass et al., 1995) und Neuronen aus dem Hippokampus von Ratten 
(Simons et al., 1995, Tienari et al., 1996) wurden posttranslationale Signale in APP695 
identifiziert, die am Transport zur axonalen Zellmembran beteiligt sind. Einen Überblick 














































Abb. 3.6.1. Schematische Darstellung der Sortierung von APP Mutanten in hippo-
kampalen Neuronen (nach Tienari et al., 1996). Wildtyp APP wird nach der Synthese zur 
axonalen Membran transportiert. Dies trifft auch auf APPSwe und APPLon (die Positionen der 
FAD Mutationen sind mit einem Stern gekennzeichnet) und die Deletionsmutanten ∆CT 
und ∆Cys zu. Sowohl axonal als auch somatodendritisch werden SPC111 und ∆CHO 
nachgewiesen. Wenn man die N-Glykosylierung durch Zugabe von Tunikamycin inhibiert, 
wird APP ebenfalls gemischt sortiert. Einen Transport zur somatodendritischen Membran 
findet man bei den Konstrukten ∆A4, SPA4CT und APPsec (Tienari et al., 1996). 
 
 
Offenbar sind beim APP695 die N-Glykosylierung am Asparagin an Position 467 (N467) und 
membrannahe Strukturen im extrazellulären Teil der Aβ Region für die axonale Sortierung 
in hippokampalen Neuronen verantwortlich. 
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3.7. Zielsetzung der Arbeit 
 
Die Sortierungssignale von APP, dessen intrazellulärer Transport und die damit 
verbundene Prozessierung sind bisher unvollständig charakterisiert. Aufgrund des 
Transports von APP in hippokampalen Neuronen zur axonalen und anschließend zur 
somatodendritischen Membran (Simons et al., 1995, Yamazaki et al., 1995), sollte APP 
als Modellprotein für intrazelluläre Transportprozesse dienen und seine Prozessierung 
und Signalübertragungsfunktion untersucht werden. 
 
Um die Sortierungssignale von APP für den axonalen Transport in polarisierten Zellen zu 
charakterisieren, sollten zunächst die Funktionen der N-Glykosylierung und der Aβ 
Domäne untersucht werden. Es wurden Punktmutationen oder Deletionen in das APP-
Molekül eingeführt, die bereits identifizierte Sortierungssignale eliminieren sollten. Zur 
Überprüfung der Expression der erzeugten Mutanten wurden Cos7 und SH-SY5Y Zellen 
verwendet. Die Effekte der Mutationen auf den APP Transport wurden durch Expression 
in primären hippokampalen Neuronen der Ratte untersucht. Dies geschah mit Hilfe des 
Semliki Forest Virus (SFV) Expressionssystems (Liljestrøm & Garoff, 1991), die Analyse 
erfolgte durch immunzytochemische, biochemische und mikroskopische Methoden. Die 
rekombinanten Proteine waren entweder am N-Terminus oder am C-Terminus mit einer 
12 AS langen Peptidsequenz (myc-tag) aus dem Proto-Onkogen c-myc fusioniert um die 
Detektion dieser Proteine mit einem anti-myc Antikörper zu ermöglichen. Zur 
Vereinfachung der Analyse wurden außerdem verschiedene APP-GFP Fusionsproteine 
hergestellt. Dies sollte einerseits die immunzytochemische Untersuchung der 
Proteinexpression erleichtern und andererseits Studien an lebenden Zellen ermöglichen. 
 
Ferner war von Interesse, welchen Effekt eine mögliche APP Dimerisierung auf den 
Transport, die proteolytische Prozessierung und die Signalübermittlung hat. Dazu wurden 
mit Hilfe künstlicher Disulfidbrücken verschiedene konstitutive APP-Dimere produziert. Ihr 
Verhalten im Hinblick auf den Transport wurde in hippokampalen Neuronen mit Hilfe des 
SFV Expressionssystems und immunzytochemischer Methoden untersucht. Die Effekte 
auf die biochemischen und zellbiologischen Eigenschaften von APP und dessen 
Prozessierung wurden in transfizierten Cos7 und SH-SY5Y Zellen analysiert. Die 
Interaktion mit dem trimeren G0 Protein und der Signalübertragungskaskade wurde in 
Membranpräparationen stabil transfizierter Zellen mit einem in vitro GTPase Testsystem 
überprüft. 
 
Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war, Mäuse mit einem induzierbaren Transgen 
herzustellen. Diese Mäuse sollten für Funktions- und Transportstudien verwendet werden. 
Mit Hilfe des Prion Protein Promotors sollte eine spezifische Expression des Tet 
Transaktivators in Neuronen erreicht werden. Es war beabsichtigt transgene Mäuse 
einzukreuzen, die AD relevante Gene unter der Kontrolle des PhCMV Promotors 
exprimieren. Dieser Promotor erlaubt eine von der Tetrazyklinmenge abhängige, 
induzierbare Expression der AD Gene während der Embryonalentwicklung oder im 
adulten Stadium. Neben direkten Versuchen an diesen Mäusen zur Analyse der Funktion 
einzelner Proteine sollten die Mäuse als Quelle für hippokampale Neuronen dienen, die 
für Transportstudien benötigt werden. 




4.1. Sortierung von APP in neuronalen Zellen 
 
4.1.1. Herstellung von APP Sortierungsmutanten 
 
4.1.1.1. Klonierung von APPN467Q und APPK612V 
 
Informationen über die Sortierung von APP in Neuronen könnten helfen, therapeutische 
Angriffspunkte oder Diagnosemöglichkeiten zu finden. Für die Charakterisierung von 
Transportsignalen wurden Sortierungsmutanten von APP hergestellt. 
 
Die N-Glykosylierung ist als ein Signal für apikalen Transport in epithelialen Zellen 
beschrieben worden (Fiedler & Simons, 1995). Die Deletion der Exons 11 bis 16 (∆CHO), 
die für die Glykosylierungsdomäne des APP kodieren, oder die Behandlung mit 
Tunikamycin, einer Substanz, die die N-Glykosylierung im Golgi-Komplex verhindert, 
beeinträchtigt die Verteilung von APP (Tienari et al., 1996). Daher wurde die N-
Glykosylierungsstelle von APP durch einen Austausch von Asn467 gegen Gln (N467Q) 
eliminiert. Dieser Austausch konserviert die Ladungsverhältnisse und die 
Gesamtcharakteristik an der mutierten Stelle, verhindert aber die N-Glykosylierung. Es 
wurde erwartet, dass sich APPN467Q in der Sortierung ähnlich verhält wie die ∆CHO 
Mutante bzw. APP695 nach einer Tunikamycinbehandlung und vollständig oder vermehrt 
zur somatodendritischen Zellmembran transportiert wird (vgl. Abbildung 3.6.1.). 
 
Die Mutation von Lys612 zu Val (K612V in APP695; Position 16 in der Aβ Domäne) zeigte in 
Zellkulturexperimenten Veränderungen in der Proteolyse durch die α-Sekretase (Yamada 
& Kobayashi, 1995). Als Ursache dafür wurde eine Beeinträchtigung der α-helikalen 
Sekundärstruktur dieser Region angenommen. Außerdem wurde diese APP Mutante in 
Glioma U251 Zellen im rER zurückgehalten und nicht zur Zellmembran transportiert. Die 
Integrität der Sekundärstruktur könnte auch für die Wirksamkeit des Sortierungssignals in 
der Aβ Domäne wichtig sein. Es wurde erwartet, dass es auch in hippokampalen 
Neuronen bei dieser Mutante zu einer Beeinträchtigung des Transports aus dem rER 
kommt und sich APPK612V perinukleär anreichert. Weiterhin war vorstellbar, dass APPK612V 
im Falle des Exports aus dem rER aufgrund eines möglichen Defekts des axonalen 
Sortierungssignals zur somatodendritischen Membran transportiert werden würde. 
 
Die Mutationen wurden mit Hilfe der QuikChange Mutagenese und den in der folgenden 
Tabelle 4.1.1. genannten Primerpaaren bzw. Matrizen eingeführt. 
 
APP Mutante Primer 1 Primer 2 Matrize gewonnenes Plasmid Schnittstelle Sequenzierprimer 
APPN467Q dNN dNC pSP65-APP695 pBS-APPN467Q SphI Bg52 
APPK612V KVN KVC pBS-SPA4CTc-myc pBS-APPK612V DraIII Pm5 und Aa3 
 
Tab. 4.1.1. Primerpaare und Matrizen für die Herstellung von APPN467Q und APPK612V. 
Die Tabelle zeigt, welche Plasmide gewonnen und welche Primer für die Klonierungen 
verwendet wurden. Die Primer hatten eine zusätzliche Schnittstelle für eine 
Restriktionsendonuklease. Der Programmzyklus im Thermocycler war: 2 min, 95°C ⇒ 1 
Zyklus; 40 sec, 95°C; 60 sec, 55°C; 12 min, 68°C ⇒ 18 Zyklen; 5 min, 72°C ⇒ 1 Zyklus. 
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Der Erfolg der Mutagenese wurde durch einen analytischen Restriktionsverdau mit dem in 
Tabelle 4.1.1. angegeben Enzym bestätigt (ohne Abbildung) und positive Mutanten zur 
Überprüfung der DNA sequenziert. Es wurden Klone identifiziert, die die Mutationen 
eingebaut hatten und keine unerwünschten Mutationen enthielten. Das PmlI/AatII 
Fragment aus APPN467Q bzw. das BglII/ClaI Fragment aus APPK612V wurde jeweils in eine 
wt APP Sequenz im Vektor pBS-APP695n-myc umkloniert und die Plasmide pBS-APPN467Q 
und pBS-APPK612V erhalten (ohne Abbildung). 
 
 
4.1.1.2. Klonierung von APP∆8aa 
 
Die Deletion von 23 Aminosäureresten im N-terminalen Bereich der Aβ Domäne führt 
dazu, dass APP zur somatodendritischen Zellmembran sortiert wird (vgl. Abbildung 3.6.1.; 
Tienari et al., 1996). Dem Transportsignal in der Aβ Region kommt daher eine wichtige 
Funktion beim APP Transport zu. Außerdem scheint es in der Hierarchie über der N-
Glykosylierung zu stehen, da der Einfluss der Deletion der 23 AS (∆A4) auf die Verteilung 
von APP stärker ist als der Effekt durch den Verlust der Glykosylierungsdomäne. 
Gleichzeitig wurde der Aβ Domäne zum ersten Mal eine mögliche Funktion zugeordnet. 
Für weitere Experimente zur Eingrenzung des Sortierungssignals wurden zunächst 
anstelle der 23 AS lediglich 8 AS im Bereich der α-Sekretase Schnittstelle 
(K612LVFFAED619) entfernt. Es wurde erwartet, dass APP∆8aa vollständig oder vermehrt zur 
somatodendritischen Zellmembran sortiert wird. 
 
Die Deletion wurde durch Standard PCR mit Hilfe der Pfu DNA Polymerase und den in 
der folgenden Tabelle 4.1.2. genannten Primerpaaren bzw. Matrizen eingeführt. 
 
PCR Primer 1 Primer 2 DNA Matrize Fragmentgröße Schnittstelle 
1 Bg52 d8N pSFV-APP695n-myc 80 bp DraIII 
2 d8C Cla3 pSFV-APP695n-myc 650 bp DraIII 
3 Bg52 Cla3 Fragmente aus PCR1 und 2 730 bp DraIII 
 
Tab. 4.1.2. Primerpaare und Matrize für die Herstellung von APP∆8aa. Die Primer d8N 
und d8C wurden so gestaltet, dass sie eine zusätzliche Schnittstelle für DraIII enthielten. 
Der Programmzyklus im Thermocycler war: 2 min, 95°C ⇒ 1 Zyklus; 40 sec, 95°C; 40 sec, 
49°C; 40 sec, 72°C ⇒ 27 Zyklen (20 Zyklen bei PCR 3); 5 min, 72°C ⇒ 1 Zyklus. 
 
Es wurden Fragmente mit 80 bp (PCR 1) bzw. 650 bp (PCR 2) erhalten, in einer 1% TAE 
Agarose Gelelektrophorese aufgereinigt (ohne Abbildung), aus dem Gel extrahiert und als 
Matrize für die PCR 3 verwendet. 1 µl des PCR 3 Ansatzes wurde in einer 1% TAE 
Agarose Gelelektrophorese analysiert und das erwartete ca. 730 bp Fragment 
nachgewiesen (ohne Abbildung). Der übrige Ansatz wurde zur Klonierung des PCR 
Fragmentes mit Hilfe der SURE Clone Ligation benutzt. Es wurde das Plasmid pUC-∆8aa 
erhalten. Der Erfolg der Mutagenese wurde durch einen analytischen Restriktionsverdau 
mit DraIII bestätigt (ohne Abbildung) und positive Mutanten zur Überprüfung der DNA 
Sequenz mit Hilfe der Primer M13forw und M13rev sequenziert (ohne Abbildung). Es wurde 
ein Klon identifiziert, der die Mutation eingebaut hatte und keine unerwünschte Mutation 
enthielt. 
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4.1.2. Analyse des Transports der APP Sortierungsmutanten in Neuronen 
 
4.1.2.1. Umklonierung der Mutanten in den SFV Vektor 
 
Zur Virusproduktion und späteren Expression in hippokampalen Neuronen wurden 
APPN467Q und APPK612V  aus pBS-APPN467Q und pBS-APPK612V  mit Hilfe der Restriktions-
endonukleasen NruI und ClaI in pSFV-APP695n-myc umkloniert und die Plasmide pSFV-
APPN467Q und pSFV-APPK612V erhalten. Das BglII/ClaI Fragment von APP∆8aa aus pBS-
APP∆8aa wurde in eine wt APP Sequenz im Vektor pSFV-APP695c-myc umkloniert und das 
Plasmid pSFV-APP∆8aa erhalten (ohne Abbildung). 
 
 
4.1.2.2. In vitro Transkription zur Herstellung viraler RNA 
 
Für die Produktion der Semliki Forest Viren mussten die Gensequenzen der Plasmide 
pSFV-helper, pSFV-APP695n-myc, pSFV-APPN467Q, pSFV-APP∆8aa und pSFV-APPK612V in 
die jeweilige mRNA transkribiert werden. Sie wurden zunächst in einer Phenol-
Chloroform-Extraktion aufgereinigt, mit SpeI linearisiert und dann als Matrize für die in 
vitro Transkription verwendet. Im Anschluss wurden die Transkripte in einer 0,6% TBE 
Agarose Gelelektrophorese analysiert. 
 
Für alle Konstrukte wurde ein definiertes mRNA Transkript erhalten (Abb. 4.1.1.). Die 
pSFV-helper Transkripte bestehen aus ca. 5400 Basen und laufen im Vergleich zum DNA 
Marker im Bereich der 2 kbp Bande. Die Transkripte von APP695, APPN467Q, APP∆8aa und 
APPK612V zeigen eine Mobilität, die der DNA Markerbande bei ca. 4 kbp vergleichbar ist. 
Sie sind ca. 11500 Basen lang. Da die Transkripte in ausreichender Menge und in der 
korrekten Länge produziert worden sind und keine Anzeichen für eine Degradation 




Abb. 4.1.1. RNA Transkripte aus der in vitro Transkription. Die Transkripte der APP 
Mutanten und pSFV-helper DNA wurden auf einem 0,6% TBE Agarosegel analysiert. Sie 
formen jeweils eine definierte Bande. Die Banden im hohen Molekulargewichtsbereich 
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4.1.2.3. Produktion der Viren und Überprüfung der Virusqualität in BHK Zellen 
 
Die Produktion von rekombinanten Semliki Forest Viren zur Infektion der Neuronen wurde 
in BHK Zellen durchgeführt. Es wurden die „Virus-Stocks“ SFV695n-myc, SFVN467Q, SFV∆8aa 
und SFVK612V erhalten und deren Qualität durch Infektion von BHK Zellen und mit Hilfe 
immunzytochemischer Analysen überprüft (Tab. 4.1.3.). Die Auswertung erfolgte durch 
Auszählung der fluoreszierenden Zellen unter dem Mikroskop. In allen Fällen wurde eine 
Infektionsrate von ca. 20% (18-27%) gefunden. Eine solche Infektionsrate liegt bei BHK 
Zellen im Erwartungsbereich und es können damit Infektionsraten in Neuronen von ca. 
10-30% erwartet werden (persönliche Mitteilung von Dr. Mikael Simons). Die Qualität der 
hier produzierten Viren entsprach demnach den Erfordernissen. 
 
Virus nicht infizierte Zellen infizierte Zellen % infizierte Zellen 
SFV695n-myc 120 42 26 
SFVN467Q 147 39 21 
SFV∆8aa 205 45 18 
SFVK612V 181 67 27 
 
Tab. 4.1.3. Infektionsrate der „Virus Stocks“. Die Viren wurden durch Elektroporation 
der mRNAs aus der in vitro Transkription in BHK Zellen produziert. Dann wurden BHK 
Zellen infiziert, nach 5 h fixiert und die Expression der rekombinanten Proteine 
immunzytochemisch dargestellt. Der Prozentanteil der infizierten Zellen an der Gesamtheit 
aller erfassten Zellen wurde durch Auszählung der Zellen unter dem Mikroskop bestimmt. 
 
 
4.1.2.4. Virale Expression der Sortierungsmutanten in kortikalen Neuronen 
 
Um zu überprüfen, ob die APP Mutanten auch in primären kortikalen Neuronen 
vollständig und in der erwarteten Form exprimiert werden, wurden die Neuronen mit 
SFV695n-myc, SFVN467Q, SFV∆8aa und SFVK612V infiziert. Nach einer ÜN Inkubation wurden 
die Zellen für 16 h einer metabolischen Markierung mit Redivue L-[35S]-Methionin 
unterzogen, lysiert, die Proteine immunpräzipitiert, in einer SDS PAGE aufgetrennt und 
mit dem PhosphoImager System analysiert. 
 
Alle APP Mutanten wurden exprimiert (Abb. 4.1.2.). Die einzelnen Banden weisen eine 
ähnliche Stärke auf. APPN467Q zeigt eine etwas höhere Mobilität als die übrigen Proteine. 
Bei der APP∆8aa Deletionsmutante ist der relativ geringe Einfluss auf das Molekulargewicht 
erwartungsgemäß nicht detektierbar. Die typischen Banden der O-glykosylierten APP 
Formen sind bei APPK612V nur sehr schwach nachweisbar. Offenbar wird APPK612V nicht O-
glykosyliert. Da alle Mutanten exprimiert werden konnten, wurden die „Virus-Stocks“ im 
Anschluss für die Infektion der hippokampalen Neuronen verwendet. 




Abb. 4.1.2. Radioaktiver Nachweis der APP Transportmutanten in kortikalen 
Neuronen. 1 d Exposition auf einer PhosphoImager Platte. APP695 und die APP 
Sortierungsmutanten wurden viral in kortikale Neuronen eingeschleust, exprimiert, 
metabolisch markiert und die Banden bei ca. 110 kDa autoradiografisch nachgewiesen. Die 
Positionen der O-glykosylierten und nicht O-glykosylierten APP Formen sind markiert. 
 
 
4.1.2.5. Lokalisierung der Sortierungsmutanten in hippokampalen Neuronen 
 
Die Lokalisierung von APP695 und der APP Transportmutanten in hippokampalen 
Neuronen sollte durch Infektion dieser Zellen mit SFV695n-myc, SFVN467Q, SFV∆8aa und 
SFVK612V überprüft werden. Nach der Infektion wurden die exprimierten Proteine einer 
immunzytochemischen Darstellung mit dem Antikörper A14 unterzogen. A14 erkennt den 
myc-tag, der sich bei allen verwendeten APP Mutanten entweder am N- oder C-Terminus 
befand. Als Vergleichsmöglichkeit für die Lokalisierung der APP Mutanten wurde der 
Antikörper αMAP2 eingesetzt. Dieser monoklonale Antikörper aus der Maus detektiert das 
somatodendritisch lokalisierte Protein MAP2. Zudem wurden nicht infizierte Neuronen zur 
Anfärbung der Axone einer immunzytochemischen Darstellung des Tau Proteins 
zugeführt. Der dafür verwendete Antikörper αTau-1 von der Arbeitsgruppe Roland Brandt 
(Heidelberg) erkennt bei Verwendung eines speziellen Protokolls (vgl. Abschnitt 7.5.6.4.) 
eine phosphorylierte Form des Proteins Tau, die nur in Axonen vorkommt. 
 
Die axonale Form des Proteins Tau kann erfolgreich nachgewiesen werden (A, Abb. 
4.1.3.). Die Zelle ist im Bereich des Soma und eines langen, gleichmäßig dünnen 
Fortsatzes (Axon) angefärbt. Die Ergebnisse für APP695 sind uneinheitlich (B bis D). Zwar 
wird in einzelnen Neuronen auch eine rein axonale Verteilung dieses Proteins gefunden 
und damit die Ergebnisse von Simons et al. (1995) und Tienari et al. (1996) bestätigt. Weit 
häufiger (>95%) ist allerdings die Anfärbung des Somas und der Somatodendriten. 
APP∆8aa (E und F) und APPN467Q (G und H) sind ausschließlich somatodendritisch 
lokalisiert, was den Erwartungen entspricht. Die Anfärbung der Zelle bei APPK612V (I und J) 
ist auf das Soma beschränkt. Offenbar gelangt ein Teil der Moleküle in den Golgi-Apparat 
und sehr eingeschränkt auch in die Fortsätze der Neuronen, allerdings weniger weit als 
die übrigen Mutanten, die somatodendritisch sortiert werden. 
APP695 N467Q ∆8aa K612V
97 kDa
O-glykosylierte
     Formen
   Proteine ohne
O-Glykosylierung
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Abb. 4.1.3. Immunzytochemische Darstellung verschiedener APP 
Transportmutanten und Referenzproteine in der Zelle. (A) Die Kontrollanfärbung von 
Tau in nicht infizierten Zellen. Das Tau Protein wurde durch den monoklonalen Antikörper 
αTau-1 und den Sekundärantikörper GoatαMouse, gekoppelt an LRSC, nachgewiesen. 
Bei (B), (C) und (D) APP695n-myc, (E) und (F) APP8aa, (G) und (H) APPN467Q und (I) und 
(J) APPK612V wurden hippokampale Neuronen mit den entsprechenden Viren infiziert und 
nach 4 h der immunzytochemische Nachweis der Proteine über den myc-tag durchgeführt 
(Antiserum A14). Die grüne Fluoreszenz bei B, C, E, G und I wird dabei vom 
Sekundärantikörper GoatαRabbit, gekoppelt an Cy2, verursacht. Zur Identifizierung der 
Dendriten wurde das ausschließlich somatodendritisch lokalisierte Protein MAP2 durch 
den monoklonalen Antikörper αMAP2 und den Sekundärantikörper GoatαMouse, 
gekoppelt an LRSC, nachgewiesen (bei D, F, H und J). Die Vergrößerung der Zellen im 
Mikroskop war ca. 600x (A und B) oder ca. 1000x (übrige). Für die Anregung von Cy2 
wurde ein Bandpass FITC Filter von 450-490nm mit einem Teilerspiegel bei 510 nm und 
einem Emissionsbandpass zwischen 515-560 nm verwendet. Für die Anregung von LRSC 
wurde ein Bandpass Texas Red Filter von 515-560 nm mit einem Teilerspiegel bei 580 
nm und einem Emissionslangpass ab 590 nm verwendet. 
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4.1.3. Transfektion von kortikalen Neuronen mit der Kalziumphosphat Methode 
 
Aufgrund der geringen Aussagekraft der Experimente zum intrazellulären Transport von 
APP wurde eine Alternativmethode zur Transfektion von Neuronen getestet. Außerdem 
sollte die massive Überexpression verhindert werden, die mit der SFV Infektion erreicht 
wird und das Versuchsergebnis beeinflussen könnte. 
 
Zur Etablierung der Transfektion primärer neuronaler Zellen mit Kalziumphosphat wurde 
APP695 in einer Reihe von eukaryontischen Expressionsvektoren in kortikalen Neuronen 
exprimiert. Dafür standen die Plasmide pCEP-APP695n-myc, pSFV-APP695n-myc, pEF-
APP695n-myc, pPRP-APP695 (Dr. Peter Prior), pcDNA3-APP695 (Heike Grimm) und pUAST-
APP695 (Peter Soba) zur Verfügung. Die Plasmide wurden in Epicurian Coli SURE Super 
Competent Cells transformiert, vermehrt und mit Hilfe des EndoFree Plasmid Maxi-Kits im 
Großmaßstab gewonnen. Zunächst wurden zur Überprüfung der Plasmide analytische 
Restriktionsverdaus mit geeigneten Restriktionsendonukleasen durchgeführt (ohne 
Abbildung). Dann wurden die Plasmide mit der Lipofectamin plus Methode transient in 
SH-SY5Y Zellen und mit Hilfe der Kalziumphosphat Methode zur Transfektion von 
Neuronen in kortikale Neuronen transfiziert. Danach wurden die Zellen lysiert, eine 
Immunpräzipitation mit pAK 40090 durchgeführt und die Expression von APP695 in einer 
SDS PAGE mit nachfolgendem Western Blot (mit W0-2) und ECL Reaktion analysiert. 
 
Alle Restriktionsverdaus zeigten die erwarteten Ergebnisse für die Plasmid DNAs. In SH-
SY5Y Zellen wurde mit allen Vektoren die Expression von APP695 erreicht (A, Abb. 4.1.4.). 
Die Intensität der Bande ist bei pSFV-APP695 und pPrP-APP695 recht stark und beim 
Versuch mit pUAST-APP695 trotz vergleichbarer Menge an Zellen etwa fünfmal 
schwächer. In kortikalen Neuronen ist die Expression mit pCEP4, pSFV, pEF und pPrP 
schwach, bei pcDNA3 und pUAST ist kein Signal detektierbar (B, Abb. 4.1.4.). 
 
 
Abb. 4.1.4. ECL Detektion von APP695 in SH-SY5Y Zellen und kortikalen Neuronen. (A) 
SH-SY5Y Zellen wurden transient mit APP695 in verschiedenen eukaryontischen Expressi-
onsvektoren transfiziert und die Expression durch einen Western Blot nachgewiesen. (B) 
Kortikale Neuronen wurden mit der Kalziumphosphat Methode nach Köhrmann et al. 
(1999) mit APP695 in verschiedenen eukaryontischen Expressionsvektoren transfiziert und 
die Expression durch einen Western Blot nachgewiesen. Die Spuren auf dem Gel sind mit 
dem jeweiligen Vektor bezeichnet, in dem die kodierende Sequenz von APP695 vorlag. 
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4.1.4. APP-GFP Fusionskonstrukte für immunzytochemische Analysen 
 
Für eine alternative Methode zur Analyse der Expression und Sortierung von APP in 
hippokampalen Neuronen wurden APP-GFP Fusionsproteine hergestellt. Damit sollte die 
immunzytochemische Anfärbung der exprimierten Proteine umgangen werden. Bei dem in 
der vorliegenden Arbeit verwendeten GFP handelte es sich um die S65T Mutante EGFP 
(vgl. Abschnitt 3.4.5.). Die Kodons der cDNA waren für die Verwendung in 
eukaryontischen Zellen optimiert um eine schnelle und fehlerfreie Transkription bzw. 
Expression zu ermöglichen. Es wurden Konstrukte etabliert, bei denen GFP mit dem C-
Terminus bzw. dem N-Terminus von APP fusioniert war. Der schematische Aufbau der 






Abb. 4.1.5. Schematische Darstellung der APP-GFP Fusionskonstrukte. Zur Bezeich-
nung der einzelnen Domänen von APP vgl. Abb. 3.6.1.. Die GFP Region ist gestrichelt. 
 
 
4.1.4.1. Klonierung der APP-GFP Fusionsproteine 
 
Um die Leseraster von GFP und APP für die Fusionen anzugleichen, wurden die 
Vektoren pEGFP-N1 bzw. pEGFP-C1 (Clontech, Heidelberg) mit den 
Restriktionsendonukleasen KpnI bzw. PstI linearisiert, in einer 1% TAE Agarose 
Gelelektrophorese aufgereinigt (ohne Abbildung) und aus dem Gel extrahiert. Der 3’-
Überhang bei pEGFP-N1 wurde entfernt, der 5’-Überhang bei pEGFP-C1 aufgefüllt, die 
Vektoren religiert und dadurch die Plasmide pEGFP-N0 bzw. pEGFP-C0 erhalten. Die 
beiden Vektoren wiesen ein um eine Base verschobenes Leseraster auf, was durch eine 
Restriktionsanalyse mit KpnI bzw. PstI bestätigt wurde (ohne Abbildung). Die beiden 
Fusionskonstrukte wurden anschließend zunächst mit unterschiedlichen Strategien 
weiterkloniert. 
 
Zur Fusion von GFP mit dem C-Terminus von APP wurde zuerst an der Stelle des 
Stopkodons von APP eine SalI Schnittstelle eingefügt. Dafür wurde das EcoRI/SalI 
Fragment aus pBS-SPA4CT-Sal-stop (von Dr. Andreas Weidemann) in pBS-APP695n-myc 
eingeführt und das Plasmid pBS-APP695-Sal-stop erhalten (ohne Abbildung). Danach 
wurde das SmaI/SalI Fragment aus pBS-APP695-Sal-stop und das SalI/XbaI Fragment 
aus pEGFP-N0 in den mit den Restriktionsendonukleasen SmaI und XbaI geschnittenen 
Vektor pBS-SK kloniert und das Plasmid pBS-APP/GFP erhalten (ohne Abbildung). 
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Um GFP mit dem N-Terminus von APP zu fusionieren wurde zunächst das Signalpeptid 
von APP mit dem N-Terminus von GFP fusioniert. Dies sollte später die korrekte 
Synthese und Membraninsertion des Fusionsproteins ermöglichen. Dafür wurde ein 
Fragment mit der Sequenz des Signalpeptids durch Standard PCR hergestellt. Als Matrize 
diente das Plasmid pSP65-APP695 und als Primerpaar sSP/GFP und aSP/GFP. Der 
Primer sSP/GFP hatte am 5’-Ende eine zusätzliche BamHI Schnittstelle für die spätere 
Klonierung in pBS-SK. Der Programmzyklus im Thermocycler war: 1 min, 95°C ⇒ 1 
Zyklus; 45 sec, 95°C; 45 sec, 50°C; 75 sec, 72°C ⇒ 27 Zyklen; 7 min, 72°C ⇒ 1 Zyklus. 
Der Reaktionsansatz wurde in einer 1% TAE Agarose Gelelektrophorese aufgereinigt und 
das erwartete PCR Fragment mit 126 bp erhalten (ohne Abbildung). Das Signalpeptid 
PCR Fragment wurde aus dem Gel eluiert, mit der Restriktionsendonuklease BamHI 
geschnitten und in den mit BamHI und SmaI geöffneten Vektor pBS-SK eingefügt. Es 
wurde das Plasmid pBS-SP erhalten und die korrekte Sequenz des Signalpeptids durch 
eine Sequenzierung mit Hilfe des Primers T3 bestätigt (ohne Abbildung). Dann wurde das 
XbaI/AgeI Fragment aus pBS-SP, das AgeI/KpnI Fragment aus pEGFP-C0 und das 
KpnI/ClaI Fragment aus pSP65-APP695 in den mit XbaI und ClaI geschnittenen Vektor 
pBS-SK kloniert und das Plasmid pBS-SP/GFP/APP erhalten (ohne Abbildung). 
 
 
APP/GFP aus pBS-APP/GFP und SP/GFP/APP aus pBS-SP/GFP/APP wurden in die 
eukaryontischen Expressionsvektoren pCEP4 und pSFV3 umkloniert. Dazu wurde das 
EcoRV/NotI APP/GFP Fragment bzw. die SP/GFP/APP Fragmente NotI/BamHI und 
BamHI/SalI in den mit den Restriktionsendonukleasen PvuII (kompatibel zu EcoRV) und 
NotI bzw. NotI und XhoI (kompatibel zu SalI) geschnittenen Vektor pCEP4 kloniert. Es 
wurden die Plasmide pCEP-APP/GFP und pCEP-SP/GFP/APP erhalten (ohne 
Abbildung). Die NruI/ClaI Fragmente beider Konstrukte wurden in den Vektor pSFV-
APP695n-myc kloniert und die Plasmide pSFV-APP/GFP bzw. pSFV-SP/GFP/APP 
erhalten (ohne Abbildung). 
 
 
4.1.4.2. Nachweis der APP-GFP Mutanten in Zellkultur 
 
4.1.4.2.1. FACscan Analyse der APP-GFP Mutanten zur Expressionskontrolle 
 
Um zu testen ob die Fusionsproteine in ihrer gesamten Länge exprimiert werden und 
fluoreszieren, wurden SH-SY5Y Zellen mit den Konstrukten pCEP-APP695, pCEP-
APP/GFP und pCEP-SP/GFP/APP durch Elektroporation transient transfiziert, ÜN 
inkubiert und die GFP Fluoreszenz mit dem FACScan untersucht. 
 
Bei beiden Fusionsproteinen wurden Zellen mit Fluoreszenzsignal detektiert (Abb. 4.1.6.). 
Bei der APP/GFP Mutante sind mit ca. 17% aller Zellen in Gate 1 und ca. 23% in Gate 2 
mehr als doppelt so viele Zellen transfiziert worden als mit der SP/GFP/APP Mutante (ca. 
7% in Gate 1 und 10% in Gate 2). Die beiden Zellpopulationen in Gate 1 und Gate 2 
werden bei SH-SY5Y Zellen regelmäßig gefunden. Der Unterschied zwischen beiden 
Populationen ist jedoch unbekannt (persönliche Mitteilung von Dr. Tobias Hartmann). 
Wenn man Vertreter einer Population isoliert und weiter kultiviert, treten nach wenigen 
Generationszyklen die beiden Populationen wiederum im gleichen Verhältnis auf. 































Abb. 4.1.6. FACscan Analyse von APP und APP-GFP Fusionsproteinen in SH-SY5Y 
Zellen. SH-SY5Y Zellen wurden transient mit den beiden APP-GFP Fusionsproteinen 
transfiziert und je 10000 Zellen im FACscan auf deren Fluoreszenz analysiert. Es wurden 
Zellen der Populationen in G1 und G2 untersucht. Dabei wurde zwischen nicht-
fluoreszierenden (M1) und fluoreszierenden (M2) Zellen unterschieden. Data.001 
repräsentiert Zellen, die APP695, Data.002 Zellen, die SP/GFP/APP und Data.003 Zellen, 
die APP/GFP exprimieren. Die Rate der fluoreszierenden Zellen ist in den Tabellen jeweils 
in der Spalte „% Gated“ und in der Zeile „M2“ abzulesen. 
R1
R2
Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean
All    1,  9910 5390 100.00 53.90 2.33
M1    1,    12 5389 99.98 53.89 2.32
M2    12,  9910 1 0.02 0.01 58.29
File: Data.001 Gate: G1





Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean
All     1,  9910 2710 100.00 27.10 5.14
M1    1,    21 2710 100.00 27.10 5.14
M2    21,  9910 1 0.04 0.01 20.72
File: Data.001 Gate: G2
Gated Events: 2710 Total Events: 10000
M2
M1
Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean
All    1,  9910 5140 100.00 51.40 25.59
M2   12,  9910 869 16.91 8.69 138.66
M1     1,    12 4271 83.09 42.71 2.58
File: Data.003 Gate: G1
Gated Events: 5140 Total Events: 10000
M1
M2
Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean
All     1,  9910 3010 100.00 30.10 41.64
M1     1,    21 2301 76.45 23.01 5.54
M2    21,  9910 710 23.59 7.10 158.59
File: Data.003 Gate: G2
Gated Events: 3010 Total Events: 10000
Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean
All    1,  9910 4466 100.00 44.66 27.73
M2    12,  9910 310 6.94 3.10 366.56
M1    1,    12 4156 93.06 41.56 2.46
File: Data.002 Gate: G1
Gated Events: 4466 Total Events: 10000
M2
M1
Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean
All     1,  9910 3529 100.00 35.29 47.70
M1    1,    21 3167 89.74 31.67 5.57
M2    21,  9910 362 10.26 3.62 416.33
File: Data.002 Gate: G2
Gated Events: 3529 Total Events: 10000
M1
M2
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4.1.4.2.2. Immunchemischer Nachweis der APP-GFP Mutanten in Cos7 Zellen 
 
In Cos7 Zellen wurde überprüft, ob die Fusionsproteine exprimiert und sowohl mit einem 
APP als auch einem GFP Antikörper detektiert werden können. Dazu wurden die Zellen 
transient mit der Kalziumphosphat Methode mit den Konstrukten pCEP-APP695, pCEP-
SP/GFP/APP, pCEP-APP/GFP, pEGFP-N0 bzw. pEGFP-C0 transfiziert und ÜN 
exprimiert. Danach wurden die Zellen lysiert, die rekombinanten Proteine mit αGFP nur im 
Zelllysat und mit 22C11 sowohl im Medium als auch im Zelllysat immunpräzipitiert und in 
einer SDS PAGE mit nachfolgendem Western Blot (mit W0-2 bzw. αGFP) und ECL 
Reaktion analysiert. Die Homogenate der Zellen, die mit EGFP-N0 und EGFP-C0 
transfiziert waren, wurden auch ohne Immunpräzipitation direkt analysiert. 
 
Alle Proteine wurden exprimiert und sowohl mit 22C11 (A, Abb. 4.1.7.) als auch mit αGFP 
(B, Abb. 4.1.7.) nachgewiesen. Die APP-GFP Fusionsproteine zeigen im Vergleich mit 
APP695 den erwarteten Mobilitätsverlust. Sie haben ein apparentes Molekulargewicht von 
ca. 140 kDa (mit schwarzen Sternen markiert). Die Bande für SP/GFP/APP ist viel 
schwächer als die für APP/GFP. Bei APP/GFP zeigt sich bei etwa 100 kDa die Bande der 
α-sekretierten Form APPsec (mit einem weißen Stern markiert), die Bande für die 
sekretierte Form der SP/GFP/APP Mutante ist unter der Nachweisgrenze. Sie müsste bei 
etwa 130 kDa zu erkennen sein. N-GFP bzw. GFP-C werden sowohl beim Direktauftrag 
(N-GFPD bzw. GFP-CD) als auch nach der Immunpräzipitation (N-GFP bzw. GFP-C) im 




Abb. 4.1.7. ECL Analyse der APP-GFP Fusionsproteine in Cos7 Zellen. Cos7 Zellen 
wurden transient mit APP/GFP bzw. SP/GFP/APP transfiziert, die exprimierten Proteine im 
konditionierten Medium („Medium“) und Zelllysat mit dem Antikörper 22C11 (A) bzw. αGFP 
(B) immunpräzipitiert und mit dem Antikörper W0-2 (A) bzw. αGFP (B) visualisiert. APP-
GFP bezeichnet den Bereich, in dem APP/GFP bzw. (SP)GFP/APP detektiert werden (mit 
schwarzen Sternen markiert). N-GFP bzw. N-GFPD (bei ca. 27 kDa) ist das 
Expressionsprodukt des Vektors pEGFP-N0. GFP-C bzw. GFP-CD (bei ca. 30 kDa) wird in 
Zellen exprimiert, die mit pEGFP-C0 transfiziert waren. Beide Fusionsprodukte sind sowohl 
beim Direktauftrag als auch nach einer Immunpräzipitation nachweisbar. Die Bezeichnung 
der Spuren richtet sich danach, mit welchem Protein die Zellen transfiziert bzw. infiziert 
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4.1.4.2.3. Aβ Prozessierung der APP-GFP Mutanten 
 
In der Vergangenheit wurden bereits zahlreiche Fusionsproteine mit GFP hergestellt. Es 
wurde allerdings selten überprüft, ob die GFP Domäne, die mit 238 AS teilweise einen 
recht großen Anteil am Gesamtprotein ausmacht, die Eigenschaften und Funktionen des 
untersuchten Proteins verändert. Da kein geeigneter Funktionsassay für APP verfügbar 
war/ist, sollte zunächst der mögliche Einfluss der fusionierten GFP Sequenz auf die 
Prozessierung von APP überprüft werden. SH-SY5Y Zellen wurden stabil durch die 
Lipofektin-Methode mit pCEP-APP/GFP bzw. pCEP-SP/GFP/APP transfiziert. Zusätzlich 
wurden kortikale Neuronen mit pSFV-APP/GFP bzw. pSFV-SP/GFP/APP infiziert und für 
24 h mit Redivue L-[35S]-Methionin metabolisch markiert. Die SH-SY5Y Zellen wurden 
lysiert, sowohl im Medium als auch im Zelllysat eine Immunpräzipitation mit dem 
Antikörper G2-10 zur Detektion von Aβ40 und G2-11 zur Detektion von Aβ42 durchgeführt 
und deren Menge in einer SDS PAGE mit nachfolgendem Western Blot (mit W0-2) und 
ECL Reaktion analysiert. Bei den kortikalen Neuronen wurde eine analoge 
Immunpräzipitation im Medium durchgeführt, Aβ40 und Aβ42 in einem Minigel aufgetrennt 
und die radioaktiven Banden mit dem PhosphoImager sichtbar gemacht. 
 
 
Abb. 4.1.8. Nachweis von Aβ40 und Aβ42 im Medium und Lysat von APP-GFP expri-
mierenden Zellen. (A) und (B) ECL Analyse von Aβ in mit APP-GFP Fusionsproteinen 
transient transfizierten SH-SY5Y Zellen. Die Prozessierungsprodukte wurden im konditio-
nierten Medium (A) und im Zelllysat (B) mit den Antikörpern G2-10 (Aβ40) und G2-11 (Aβ42) 
immunpräzipitiert, über eine Gelelektrophorese aufgetrennt und mit dem Antikörper W0-2 
detektiert. Als Kontrollpeptid wurde synthetisches Aβ42 aufgetragen. (C) Exposition der in 
kortikalen Neuronen metabolisch markierten Aβ Peptide. Die Peptide wurden im konditio-
nierten Medium mit den Antikörpern G2-10 (Aβ40) und G2-11 (Aβ42) immunpräzipitiert, in 
einem Minigel aufgetrennt und das getrocknete Gel auf einer PhosphoImager Platte 
exponiert. Die Bezeichnung der Spuren richtet sich danach, mit welchem Protein die Zellen 
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Bei keiner Probe kann Aβ42 nachgewiesen werden (A und B, Abb. 4.1.8.). Aβ40 ist bei 
APP695 gut und bei mit APP/GFP und SP/GFP/APP transfizierten Zellen im konditionierten 
Medium schwach nachweisbar (A, Abb. 4.1.8.). Die Aβ40 Menge im Zelllysat von mit APP-
GFP Fusionsproteinen transfizierten Zellen ist unter der Nachweisgrenze (B, Abb. 4.1.8.). 
Eine Quantifizierung der Aβ40 Mengen war an dieser Stelle nicht möglich. 
Im konditionierten Medium der kortikalen Neuronen sind beide Aβ Formen nachweisbar 
(C, Abb. 4.1.8.). Aβ42 wird nur bei mit APP695 infizierten Zellen detektiert. Das Signal bei 
den APP-GFP Fusionsproteinen ist bei der verwendeten Expositionszeit nicht stärker als 
der Hintergrund. Die Menge an Aβ40 ist laut Quantifizierung mit dem Computerprogramm 
MacBAS 2000 (vgl. Abschnitt 7.3.6.) im Medium der mit APP695 infizierten Zellen etwa 
doppelt so hoch wie die Menge an Aβ42. Das Aβ40 Signal im Medium bei mit SP/GFP/APP 
infizierten Zellen ist etwa viermal schwächer, bei mit APP/GFP infizierten Zellen etwa 
achtmal schwächer als bei den Zellen, die mit APP695 infiziert waren. 
 
 
4.1.4.2.4. Sortierung der APP-GFP Fusionsproteine in hippokampalen Neuronen 
 
Da bei den Expressionsversuchen in SH-SY5Y Zellen und kortikalen Neuronen eine 
verminderte Aβ Produktion bei beiden APP-GFP Fusionsproteinen gefunden wurde und in 
Versuchen zur Dimerisierung von APP gezeigt wurde, dass mit GFP fusioniertes APP 
nicht in der Lage ist zu dimerisieren (vgl. Abschnitt 4.2.3.2.), sollte in einem Versuch in 
hippokampalen Neuronen das Transportverhalten der Fusionsproteine überprüft werden. 
Dafür wurden zunächst entsprechende mRNAs transkribiert und Viren produziert (ohne 
Abbildung). Diese Arbeiten wurden unter meiner Betreuung im Rahmen der Diplomarbeit 
von Yannick Großkreutz durchgeführt (November 1998). 
 
Die hippokampalen Neuronen wurden mit Hilfe des SFV Expressionssystem mit APP/GFP 
bzw. SP/GFP/APP infiziert und die Expression nach 4 h im Mikroskop analysiert (ohne 
Abbildung). Bei beiden Konstrukten war die häufigste Variante der intrazellulären 
Lokalisation die Anfärbung der Somae und Somatodendriten und es war in etwa 50 % der 
Zellen eine perinukleäre Lokalisation zu erkennen. In wenigen Zellen (<5%) konnten die 
Fusionsproteine ausschließlich axonal detektiert werden. 
 
 
4.2. Funktion der Dimerisierung von APP 
 
Ausgangspunkt für die Versuche zur Dimerisierung von APP war die Betrachtung 
struktureller Eigenschaften von APP. Es zeigt eine Strukturhomologie zu 
Zelloberflächenrezeptoren, wie beispielsweise dem EGF-Rezeptor (EGF-R) oder PDGF-
Rezeptor (PDGF-R), die nach Bindung eines Liganden dimerisieren. Außerdem wurde für 
APP eine Beteiligung an der Signalübertragung angenommen. Ausgehend von diesen 
Überlegungen wurde ein konstitutives APP Dimer hergestellt. Es sollte überprüft werden, 
welche Eigenschaften das Dimer in Bezug auf die Funktion von APP in der 
Signalübertragung hat. Weiterhin wurde untersucht, inwiefern eine mögliche 
Dimerisierung von APP dessen Transport in der Zelle und die proteolytische 
Prozessierung durch Sekretasen beeinflusst. 
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4.2.1. Herstellung von Cysteinmutanten zur Erzeugung konstitutiver Dimere 
 
Zur Herstellung der konstitutiven Dimere wurden in APP zusätzliche Cysteinreste mit Hilfe 
der QuikChange Mutagenese und der in der folgenden Tabelle genannten Primerpaare 
und pBS-APP695n-myc als Matrize eingeführt. 
 
APP Mutante Primer 1 Primer 2 gewonnenes Plasmid Schnittstelle
APPG621C sG621C aG621C pBS-APPG621C AspHI 
APPS622C SCN SCC pBS-APBS622C AatII 
APPN623C sN623C aN623C pBS-APPN623C BanII 
APPK624C sK624C aK624C pBS-APPK624C BstBI 
 
Tab. 4.2.1. Primerpaare für die Herstellung von APP Cysteinmutanten. Es ist 
angegeben, welche Oligonukleotidprimer für die Klonierungen verwendet und welche 
Plasmide gewonnen wurden. Die Primer waren so gestaltet, dass sie zu Analysezwecken 
eine zusätzliche Schnittstelle für eine Restriktionsendonuklease enthielten. Der 
Programmzyklus im Thermocycler war: 2 min, 95°C ⇒ 1 Zyklus; 40 sec, 95°C; 60 sec, 55°C; 
12 min, 68°C ⇒ 16 Zyklen; 5 min, 72°C ⇒ 1 Zyklus. 
 
Der Erfolg der jeweiligen Mutagenese wurde durch einen analytischen Restriktionsverdau 
mit dem in Tabelle angegeben Enzym bestätigt (ohne Abbildung). Positive Mutanten 
wurden mit Hilfe des Primers Bg52 zwischen der Schnittstelle für EcoRI und dem 
Stopkodon des APP Gens einer DNA Sequenzierung unterzogen (ohne Abbildung). Es 
wurden Klone identifiziert, die die Mutationen eingebaut hatten und keine unerwünschten 
Mutationen enthielten. Die jeweiligen EcoRI/ClaI Fragmente wurden in eine wt APP 
Sequenz im Vektor pBS-APP695n-myc umkloniert und die Plasmide pBS-APPG621C, pBS-
APBS622C, pBS-APPN623C und pBS-APPK624C erhalten (ohne Abbildung). Zwei weitere 
Cystein Punktmutanten, pBS-SPA4CT-V620C und pBS-SPA4CT-A626C, wurden von Beate 
Grziwa zur Verfügung gestellt. Die jeweiligen EcoRI/ClaI Fragmente wurden ebenfalls in 
eine wt APP Sequenz im Vektor pBS-APP695n-myc umkloniert und die Plasmide pBS-
APPV620C und pBS-APPA626C erhalten (ohne Abbildung). Alle Cysteinmutanten in pBS 
wurden für die spätere Expression in eukaryontischen Zellen als SmaI/SalI Fragmente in 
einen mit den Restriktionsendonukleasen PvuII und XhoI geschnittenen Vektor pCEP4 
umkloniert und die Plasmide pCEP-APPV620C, pCEP-APPG621C, pCEP-APPS622C, pCEP-
APPN623C, pCEP-APPK624C bzw. pCEP-APPA626C erhalten (ohne Abbildung). 
 
 
4.2.2. Nachweis der APP Dimere in SH-SY5Y und Cos7 Zellen 
 
Zur Überprüfung einer möglichen Dimerisierung der Cysteinmutanten wurden pCEP-
APP695, pCEP-APPV620C, pCEP-APPG621C, pCEP-APPS622C, pCEP-APPN623C und pCEP-
APPA626C durch Elektroporation in Cos7 Zellen bzw. pCEP-APP695, pCEP-APPV620C, pCEP-
APPG621C, pCEP-APPK624C, pCEP-APPN623C und pCEP-APPA626C mit Hilfe der Lipofektin-
Methode in SH-SY5Y Zellen transient transfiziert. Nach einer ÜN Inkubation wurden die 
Zellen lysiert, im Lysat der Cos7 Zellen eine Immunpräzipitation mit pAK 40090, im Lysat 
der SH-SY5Y Zellen eine Immunpräzipitation mit 22C11 durchgeführt und die Cystein-
mutanten in einer SDS PAGE, Western Blot (mit W0-2) und ECL Reaktion analysiert. Die 
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Ansätze wurden vor dem Gelauftrag mit SDS Probenpuffer versetzt, halbiert und eine 
Hälfte zur Spaltung von Disulfidbrücken mit 40 mM DTT behandelt. 
 
Die Proteine wurden in unterschiedlicher Stärke exprimiert (Abb. 4.2.1.). In den 
Zelllysaten ohne DTT tritt außer bei APP695 und APPS622C in beiden Zelllinien eine Bande 
im Bereich von etwa 230 kDa auf (mit einem Stern markiert). Die entsprechende Bande 
bei APPA626C zeigt in Cos7 Zellen eine geringere Mobilität als bei den übrigen Mutanten 
und kann in SH-SY5Y Zellen nicht nachgewiesen werden. Die Größe von 230 kDa 
entspricht rechnerisch einem APP Dimer. Mit der DTT Behandlung verschwindet diese 
Bande. Gleichzeitig vergrößert sich die Intensität der APP Bande bei ca. 110 kDa und es 
treten vermehrt O-glykosylierte Formen von APP auf. DTT wirkt als Reduktionsmittel und 
ist beim verwendeten Versuchsaufbau offenbar in der Lage, die Disulfidbrücken zu lösen. 
Das Ergebnis zeigt, dass die ca. 230 kDa Bande tatsächlich von konstitutiven APP 




Abb. 4.2.1. ECL Detektion der APP Cysteinmutanten in transformierten Zellen. Die 
Transfektion und Expression der Cysteinmutanten erfolgte in Cos7 Zellen (A) oder SH-
SY5Y Zellen (B). Eine Hälfte der Proben wurde vor dem Gelauftrag mit DTT behandelt, die 
andere nicht. Die potentiellen Dimerbanden in Cos7 Zellen sind zusätzlich mit einem Stern 
markiert. Die Positionen der potentiellen Dimerbanden und der O-glykosylierten Formen 
des APP Monomers sind gekennzeichnet. Die Bezeichnungen der einzelnen Spuren ist wie 
folgt: 695 – APP695, VC – APPV620C, GC – APPG621C, SC – APPS622C, NC – APPN623C, AC – 
APPA626C, KC - APPK624C. Die starken Banden bei den Ansätzen aus den SH-SY5Y Zellen 
unterhalb der ca. 230 kDa Bande repräsentieren die Immunglobuline (22C11), die für die 
Immunpräzipitation eingesetzt wurden. Diese bestehen aus vier Untereinheiten, die durch 
Disulfidbrückenbindungen vernetzt sind. Mit DTT verschwinden auch diese Banden. 
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Bei einem weiteren Expressionsversuch in SH-SY5Y Zellen wurden die APP Mutanten 
APPK624C, APPN623C und APPG621C noch einmal getestet, da sie in den vorangegangen 
Experimenten eine Bande bei ca. 230 kDa zeigten. APPS622C wurde als eine 
Negativkontrolle mitgetestet. Es sollte versucht werden, die beste Mutante im Sinne einer 
möglichen Dimerisierung für weitere Versuche zu identifizieren. Die transient transfizierten 
SH-SY5Y Zellen wurden nach einer ÜN Inkubation lysiert, eine Immunpräzipitation mit 
pAK 40090 durchgeführt und die Cysteinmutanten in einer SDS PAGE mit nachfolgendem 
Western Blot (mit W0-2) und ECL Reaktion analysiert. Die Ansätze wurden vor dem 
Gelauftrag mit SDS Probenpuffer versetzt, halbiert und eine Hälfte zur Spaltung von 
Disulfidbrücken mit 40 mM DTT behandelt. 
 
Die 230 kDa Bande ist bei APPK624C stark und bei APPN623C und APPG621C schwächer (Abb. 
4.2.2.). Bei APP695 und APPS622C fehlt sie. Nach der DTT Behandlung verschwinden die 
potentiellen Dimerbanden. Es wurde entschieden, weitere Versuche zur Dimerisierung mit 
der APPK624C Mutante durchzuführen. 
 
 
Abb. 4.2.2. Nachweis der APP Cysteinmutanten in SH-SY5Y Zellen. Die Transfektion 
und Expression der Cysteinmutanten erfolgte in SH-SY5Y Zellen. Eine Hälfte der Proben 
wurde mit dem Reduktionsmittel DTT behandelt, die andere nicht. Die Positionen der 
potentiellen Dimerbanden und der O-glykosylierten Formen des APP Monomers sind 
gekennzeichnet. Die Bezeichnungen der einzelnen Spuren ist wie folgt: 695 – APP695, SC – 
APPS622C, NC – APPN623C, GC – APPG621C und KC - APPK624C. 
 
 
4.2.3. Charakterisierung der Cysteinmutante APPK624C 
 
4.2.3.1. Nachweis der Dimerisierung der Cysteinmutante APPK624C 
 
Um zu bestätigen, dass die ca. 230 kDa Bande ein Dimer zweier APP Moleküle ist, wurde 
die Bande aus einem Proteingel eluiert und erneut in einer SDS PAGE analysiert. Bei 
Zugabe von DTT wurde erwartet, dass diese Bande in Monomere gespalten wird und 
außer dieser Bande bei ca. 110 kDa keine weitere Bande entsteht. Dazu wurden mit 
APPK624C stabil transfizierte SH-SY5Y Zellen in einem doppelten Ansatz lysiert und eine 
Immunpräzipitation mit pAK 40090 durchgeführt. Ein Ansatz für den Direktauftrag wurde 
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zunächst bei -20°C eingefroren und der andere in einer SDS PAGE ohne Zugabe von 
DTT aufgereinigt. Der Bereich des Gels, der die ca. 230 kDa Bande enthielt, wurde mit 
einem Skalpell ausgeschnitten und die Proteine durch eine dialytische Elektroelution (vgl. 
Abschnitt 7.3.4.) mit anschließender TCA Fällung gewonnen. Der Ansatz wurde, wie der 
vorher eingefrorene Ansatz für den Direktauftrag in SDS Probenpuffer aufgenommen, 
halbiert, eine Hälfte mit 40 mM DTT behandelt und dann in einer SDS PAGE analysiert. 
 
Das Laufverhalten der potentiellen Dimerbanden war wie in den vorangegangenen 
Experimenten (Abb. 4.2.3.). Bei der aus dem Gel isolierten Probe zeigt sich, dass die 
Bande bei ca. 230 kDa durch die Elektroelution quantitativ isoliert wurde. Ohne weitere 
DTT Behandlung zeigt sie das erwartete Laufverhalten und erscheint im Bereich von ca. 
230 kDa. Nach der Behandlung mit DTT wird die Bande bei ca. 230 kDa schwächer und 
es erscheint ein neues Signal im Bereich von ca. 110 kDa. Diese Bande wandert im Gel 
auf der gleichen Höhe wie die O-glykosylierten Formen von APP. Aus diesem Ergebnis 




Abb. 4.2.3. Nachweis des APPK624C Dimers in SH-SY5Y Zellen. Mit APPK624C stabil 
transfizierte Zellen wurden lysiert, APPK624C immunpräzipitiert und in einer präparativen 
SDS PAGE aufgetrennt. Der Gelbereich mit der potentiellen Dimerbande wurde 
ausgeschnitten, die Proteine eluiert und in einer analytischen SDS PAGE aufgetrennt. Eine 
Hälfte der Proben wurde mit dem Reduktionsmittel DTT behandelt, die andere nicht. Die 
Positionen der Dimerbanden und der O-glykosylierten Formen des APP Monomers sind 
gekennzeichnet. Die Bezeichnungen der einzelnen Spuren ist wie folgt: 695 – APP695, KC - 
APPK624C und KCel - APPK624C nach der dialytischen Elution aus dem Gel. 
220 kDa
97 kDa
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4.2.3.2. Biochemische Charakterisierung der Cysteinmutante APPK624C 
 
Die APPK624C Mutante wurde mit weiteren biochemischen Methoden charakterisiert. Diese 
Arbeiten wurden unter meiner Betreuung von Stefan Scheuermann in seiner Diplomarbeit 
(vom Oktober 1998) durchgeführt. 
 
In stabil transfizierten SH-SY5Y Zellen wurde gezeigt, dass APPK624C Homodimere 
ausbildet. Dieser Befund wurde durch Koexpression zweier in der Größe unterschiedlicher 
APPK624C Mutanten erhalten. Die Dimere bilden sich bereits 10 Minuten nach Beginn einer 
metabolischen Markierung. Das Maximum der Expression ist nach 30 Minuten erreicht 
und bleibt dann im untersuchten Zeitraum bis zu 4 Stunden konstant. Die dimerisierte 
Form von APP, die bis zu 80% der APP Gesamtmenge betragen kann, wird bereits im 
rER gebildet. Ein Temperaturblock bei 15°C, der die neusynthetisierten Proteine im rER 
zurückhält, verhindert die Dimerisierung nicht. Die Dimere sind O-glykosyliert. Diese 
Formen des Dimers werden allerdings erst im Golgi-Apparat gebildet und sind nach einem 
15°C Temperaturblock nicht nachweisbar. Nach der Behandlung mit Neuraminidase 
beobachtet man aufgrund der Abspaltung der O-Glykosylierung eine Molekulargewichts-
verschiebung. Eine fehlende N-Glykosylierung beeinflusst die Dimerbildung nicht, denn 
die Dimere entstehen auch in mit Tunikamycin behandelten Zellen. Die Aβ Produktion bei 
APPK624C ist etwa sieben Mal höher als bei APP695. Das Verhältnis von Aβ40 zu Aβ42 bleibt 
dabei sowohl im Medium als auch im Zelllysat unverändert. 
 
 
4.2.3.3. GTPase Assay zur Quantifizierung der Interaktion mit dem G0 Protein 
 
Der GTPase Assay wurde in Kooperation mit Emmanuel Brouillet von der Arbeitsgruppe 
Bernadette Allinquant (Centre National de la Recherche Scientifique, Paris) durchgeführt. 
 
Eine Arbeitsgruppe publizierte Ergebnisse, die zeigten, dass APP695 nach Stimulation mit 
22C11 in der Lage ist, die GTPase Aktivität des G0 Proteins zu erhöhen (Nishimoto et al., 
1993; Okamoto et al., 1995). Brouillet et al. (1999) haben in Ihrem GTPase Testsystem 
gegenteilige Ergebnisse gefunden. In Membranpräparationen von Neuronen wurde nach 
Inkubation mit 22C11 die GTPase Aktivität um ca. 80% reduziert. Um den Effekt der APP 
Dimerisierung auf die GTPase Aktivität im Testsystem nach Brouillet zu untersuchen, 
wurden in einem ersten Versuch zur Etablierung der Methode Membranen von nicht-
transfizierten und mit APP695 oder APPK624C stabil transfizierten Cos7 Zellen gewonnen. 
Die Membranen wurden im eingefrorenen Zustand auf Trockeneis nach Frankreich 
verschickt, wo der eigentliche GTPase Assay durchgeführt wurde. Dafür wurden die 
Membranen sedimentiert und in 1 ml Puffer B (vgl. Abschnitt 7.4.6.) aufgenommen. Die 
Proteinkonzentrationen der Membranpräparationen wurden bestimmt und für jeden 
GTPase Test 4 µg Protein eingesetzt. Die Proben wurden entweder direkt oder nach einer 
Vorinkubation mit 22C11 (2,5 µg/ml) für 1 h bei 37°C vermessen. Alle Tests wurden 
vierfach ausgeführt. 
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Die Membranpräparationen zeigen eine hohe basale GTPase Aktivität bei etwa 1250-
1350 fmol pro Stunde und mg Protein (Tab. 4.2.2.). Diese Aktivitäten waren vergleichbar 
mit denen, die zuvor in unabhängigen Experimenten in Cos7 Zellen gemessen wurden 
(persönliche Mitteilung von E. Brouillet). Nach Inkubation mit 2,5 µg/ml 22C11 zeigte sich 
in allen Ansätzen ein Rückgang der GTPase Aktivität um 85%. Damit haben weder das 
APP Monomer noch dessen Dimerisierung einen erkennbaren Einfluss auf die GTPase 
Aktivität in Cos7 Zellen. Weitere Versuche, beispielsweise mit Membranpräparationen aus 
neuronalen Zelllinien, wurden von Stefan Scheuermann durchgeführt (vgl. Abschnitt 
5.3.4.). Dort wurde ebenfalls kein Effekt der Dimerisierung auf die GTPase Aktivität 
gefunden. 
 
Zellmembranen Mengetotal GTPase Aktivität ohne 22C11 GTPase Aktivität mit 22C11 
Cos7 Wildtyp 181 µg 1250-1350 fmol/min×mg Protein 185-200 fmol/min×mg Protein 
APP695 112 µg 1250-1350 fmol/min×mg Protein 185-200 fmol/min×mg Protein 
APPK624C 1 96 µg 1250-1350 fmol/min×mg Protein 185-200 fmol/min×mg Protein 
APPK624C 2 67 µg 1250-1350 fmol/min×mg Protein 185-200 fmol/min×mg Protein 
 
Tab. 4.2.2. GTPase Assay mit Zellmembranen aus Cos7 Zellen. Die Cos7 Zellen waren 
stabil mit APP695 oder APPK624C transfiziert. Es wurden Membranpräparationen angefertigt 




4.2.3.4. Effekte der FAD Mutationen auf Dimerisierung und Prozessierung von 
APPK624C 
 
4.2.3.4.1. Herstellung der APPK624C FAD Mutanten 
 
Es sollten die Effekte der beiden FAD Mutationen Swedish und London auf die 
Dimerisierung und die Prozessierung von APPK624C untersucht werden. Daher wurden 
APPK624C Mutanten hergestellt, die diese FAD Mutationen einzeln oder gleichzeitig 
enthielten. Die FAD Mutationen Swedish und London bewirken eine Erhöhung der Aβ42 
Produktion (vgl. Abschnitt 3.2. und Tab. 3.2.1.; Übersicht in Gandy & Petanceska, 2000). 
Die genauen Effekte, die die beiden Mutationen auf den Mechanismus der Aβ Entstehung 
haben, sind bislang unzureichend charakterisiert worden. Es ist allerdings vorstellbar, 
dass die Prozessierung von APP mit dessen Transport zusammenhängt und dieser 
wiederum von einer eventuellen Dimerisierung von APP beeinflusst werden könnte. 
 
Die Mutanten wurden mit Hilfe der „Megaprimer“ PCR Methode produziert (siehe 
Abschnitt 7.1.5.4.). Die dabei gewonnenen pBS-APPK624C FAD Mutanten wurden zur 
Expression in eukaryontischen Zellen als SmaI/SalI Fragmente in den mit den 
Restriktionsendonukleasen PvuII (kompatibel zu SmaI) und XhoI (kompatibel zu SalI) 
geschnitten pCEP4 Vektor umkloniert. Es wurden die Plasmide pCEP-APPK624C-Swe, 
pCEP-APPK624C-Lon bzw. pCEP-APPK624C-Swe/Lon erhalten (ohne Abbildung). 
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4.2.3.4.2. Einfluss der FAD Mutationen auf die Dimerisierung von APPK624C 
 
APP695, APPK624C, APPK624C-Swe, APPK624C-Lon bzw. APPK624C-Swe/Lon wurden mit Hilfe 
der Lipofectamin plus Methode transient in SH-SY5Y Zellen transfiziert und ÜN exprimiert. 
Die Zellen wurden lysiert, eine Immunpräzipitation mit pAK 40090 durchgeführt und die 
Proteine in einer SDS PAGE mit nachfolgendem Western Blot (mit W0-2) und ECL 
Reaktion analysiert. Die Ansätze wurden vor dem Gelauftrag mit SDS Probenpuffer 
versetzt, halbiert und eine Hälfte zur Spaltung der Disulfidbrücken mit 40 mM DTT 
behandelt. 
 
In allen Fällen wurde ein Signal für APP im Bereich des Monomers detektiert (Abb. 
4.2.4.). In den Ansätzen ohne DTT Behandlung tritt bei allen APPK624C Formen die 
Dimerbande im Bereich von ca. 230 kDa auf. Sie verschwindet nach der Behandlung mit 
DTT fast vollständig. Die Dimerbande ist bei APPK624C-Swe und APPK624C-Lon doppelt so 
stark wie bei APPK624C. Bei APPK624C-Swe/Lon ist sie dreimal so stark. Die Quantifizierung 
der Banden wurde mit dem Computerprogramm MacBAS 2000 durchgeführt (vgl. 
Abschnitt 7.3.6.). 
 
Abb. 4.2.4. ECL Detektion der APPK624C FAD Mutanten in SH-SY5Y Zellen. 
Verschiedene APPK624C Mutanten wurden in SH-SY5Y Zellen exprimiert und im Zelllysat 
untersucht. Eine Hälfte der Proben wurde mit dem Reduktionsmittel DTT behandelt, die 
andere nicht. Die Positionen der potentiellen Dimerbanden sind gekennzeichnet. Die 
Bezeichnungen der einzelnen Spuren ist wie folgt: 695 – APP695, KC - APPK624C, KC-S - 
APPK624C-Swe, KC-L - APPK624C-Lon und KC-SL - APPK624C-Swe/Lon. 
 
 
4.2.3.4.3. Einfluss der FAD Mutationen auf die Prozessierung des Dimers 
 
Nachdem für die FAD Mutationen ein verstärkender Einfluss auf die Dimerisierung von 
APP gefunden wurde, sollte in einem weiteren Experiment eine mögliche Wirkung dieser 
Mutationen auf die Aβ Entstehung untersucht werden. Dazu wurden APP695, APPK624C, 
APPK624C-Swe, APPK624C-Lon bzw. APPK624C-Swe/Lon mit Hilfe der Lipofectamin plus 
Methode transient in SH-SY5Y Zellen transfiziert und für 24 h mit [35S]-Methionin 
metabolisch markiert. Die Zellen wurden lysiert und im Medium eine Immunpräzipitation 
mit dem Antikörper W0-2 durchgeführt. Aβ wurde in einem Minigel aufgetrennt und die 
radioaktiven Banden mit dem PhosphoImager sichtbar gemacht. 
220 kDa
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In allen Ansätzen kann die Aβ Bande bei etwa 4 kDa detektiert werden (Abb. 4.2.5.). Die 
Intensität der Bande ist bei APP695 sehr schwach, bei APPK624C etwa doppelt so stark und 
bei APPK624C-Swe bzw. APPK624C-Lon etwa viermal so stark wie bei APP695. Bei der 
Dreifachmutante APPK624C-Swe/Lon ist die Aβ Menge insgesamt am größten und im 
Vergleich mit APP695 etwa sechsmal stärker. Offenbar bewirken die FAD Mutationen 





Abb. 4.2.5. Detektion des Aβ Peptids in mit APPK624C FAD Mutanten transfizierten SH-
SY5Y Zellen. SH-SY5Y Zellen wurden mit APPK624C FAD Mutanten transfiziert und für 24 h 
mit [35S]-Methionin metabolisch markiert. Die Aβ Peptide wurden im konditionierten Medium 
mit dem Antikörper W0-2 immunpräzipitiert, in einem Minigel aufgetrennt und das 
getrocknete Gel auf einer PhosphoImager Platte exponiert. Die Quantifizierung der Banden 
wurde mit dem Computerprogramm MacBAS 2000 durchgeführt. Die Bezeichnungen der 
einzelnen Spuren ist wie folgt: 695 - APP695, KC - APPK624C, KC-S - APPK624C-Swe, KC-L - 
APPK624C-Lon und KC-SL - APPK624C-Swe/Lon. 
 
 
4.3. Etablierung von Mauslinien mit induzierbarem Transgen 
 
Die Rolle von APP ist bislang noch nicht eindeutig bestimmt worden. Deshalb sollte zur 
Untersuchung der Funktion von APP transgene Mäuse hergestellt werden. Um eventuell 
letale Effekte während der Entwicklung zu verhindern oder zu charakterisieren, war 
geplant, Mäuse mit induzierbaren Transgenen herzustellen. Durch Induktion bzw. 
Inhibition der Expression zu verschiedenen Zeitpunkten der Entwicklung sollten die 
Effekte in vivo oder in neuronalen Zellkulturen analysiert werden. Außerdem wurde 
beabsichtigt primäre neuronale Zellkulturen aus dem Gehirn dieser Mäuse für die 
Untersuchungen zum Transport und der Prozessierung von APP zu gewinnen. Es sollte 
eine Kombination des von Gossen & Bujard (1992) entwickelten Tet Transaktivator 
Systems und einer von Baron et al. (1995) etablierten bidirektionalen Transkriptionseinheit 
verwendet werden. Als Ausgangsmaterial standen der Vektor phgPrP von der 
Arbeitsgruppe C. Weissmann (Zürich, Fischer et al., 1996) und pTet-UHD von der 
Arbeitsgruppe H. Bujard (ZMBH, Heidelberg, Gossen & Bujard, 1992) zur Verfügung. Die 
kodierende Sequenz für das PrP in phgPrP sollte durch die kodierende Sequenz für den 
tTA aus pTet-UHD ersetzt werden. 
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4.3.1. Restriktionskartierung des Vektors phgPrP 
 
Zunächst wurde eine Restriktionskartierung des Vektors phgPrP durchgeführt, da die Se-
quenzdaten nur für etwa die Hälfte des Plasmids bekannt waren und die Möglichkeiten für 
die Klonierung des tTA Gens geklärt werden sollten. Zu diesem Zweck wurde gemäß der 
folgenden Tabelle je 1 µg der phgPrP DNA mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen 
geschnitten und die Länge der einzelnen Fragmente durch Analyse in einem 1% TAE 
Agarosegel bestimmt (Tab. 4.3.1.; Gel ohne Abbildung). 
 
Enzym 1 Enzym 2 Enzym 3 Restriktionsfragmente [ca. bp] 
BamHI - - 4800, 10000
EcoRI - - 3000, 4900, 6900
XbaI - - 200, 550, 1700, 1750, 4200, 6400 
SalI - - 14800
NotI - - 14800
KpnI - - 350, 14450
NcoI - - 6600, 8200
StuI - - 1600, 1800, 11400 
ClaI - - ungeschnitten 
SmaI - - ungeschnitten 
EcoRV - - ungeschnitten 
XbaI SalI - 200, 550, 900, 1700, 1750, 3300, 6400
XbaI NotI - 200, 350, 550, 1700, 1750, 3800, 6400
SalI NotI - 2900, 11900
XbaI NcoI - 70, 200, 480, 1700, 1750, 2400, 4000, 4200 
NotI NcoI - 420, 6200, 8200 
SalI NcoI - 3300, 3300, 8200
BamHI EcoRI - 2100, 3000, 4800, 4900
EcoRI KpnI - 340, 600, 2050, 4900, 6900 
BamHI KpnI - 340, 2700, 4800, 7000 
BamHI EcoRI KpnI 340, 600, 2050, 2100, 4800, 4900 
EcoRI StuI - 200, 2800, 3000, 3900, 4900 
EcoRI StuI KpnI 200, 340, 600, 1900, 3000, 3900, 4900
BamHI StuI - 1800, 3000, 5100, 5900
XbaI StuI - 200, 400, 550, 1000, 1300, 1750, 4200, 5400
XbaI EcoRI - 70, 200, 550, 900, 1700, 1750, 2500, 3000, 4100
XbaI EcoRI StuI 70, 200, 400, 550, 900, 1300, 1750, 2500, 2800, 4100 
 
Tab. 4.3.1. Restriktionskartierung des Vektors phgPrP. Es ist angegeben, welche 
Restriktionsendonukleasen bzw. Kombinationen benutzt wurden und welche Fragmente in 
den einzelnen Reaktionen erhalten wurden. Die Fragmentgrößen wurden anhand der DNA 
Markerbanden abgeschätzt. 
  Ergebnisse 
42 
Durch Kombination der Fragmente wurde eine Vektorkarte erstellt (Abb. 4.3.1.). 
 
 
Abb. 4.3.1. Restriktionskarte des Vektors phgPrP. Alle Positionsangaben sind ungefähr. 
 
Das Plasmid phgPrP hat eine ungefähre Größe von 14800 bp. Die Restriktionskartierung 
zeigte einzelne Abschnitte, denen eine bekannte Sequenz zugeordnet werden konnte 
(vgl. Abschnitte 5.4. und 6.5.3.). Der Bereich zwischen den beiden KpnI bzw. Asp718 
Schnittstellen an den Positionen 6600 und 7000 ist durch ein heterologes Gen ersetzbar. 
Dieses wird dann unter der Kontrolle des PrP Promotors neuronenspezifisch exprimiert 
(Manson et al., 1992; Fischer et al., 1996). 
 
 
4.3.2. Einbau eines Polylinkers in phgPrP und Klonierung von pPrP-tTA 
 
Um den phgPrP Vektor für Klonierungen universell einsetzbar zu machen, sollte der 
Polylinker aus dem Plasmid pBS-SK zwischen die beiden Asp718 Schnittstellen an den 
Positionen 6600 und 7000 eingefügt werden. Diese Manipulation erlaubte die Einführung 
der Schnittstellen für die Restriktionsenzyme SmaI, XmaI, EcoRV und ClaI, die im 
phgPrP Vektor nicht vorkommen. Zunächst wurde der Polylinker so verändert, dass er an 
beiden Enden eine Asp718 Schnittstelle besaß. Das Plasmid pBS-SK wurde als Matrize 
für eine QuikChange Mutagenese mit den beiden Oligonukleotidprimern sAspBS und 
aAspBS verwendet und das Plasmid pBS-Asp/Asp erhalten. Der Programmzyklus im 
Thermocycler war: 2 min, 95°C ⇒ 1 Zyklus; 20 sec, 95°C; 20 sec, 55°C; 2 min, 72°C ⇒ 25 
Zyklen; 5 min, 72°C ⇒ 1 Zyklus. Diese Behandlung generierte im 5’ Bereich vor dem 
Polylinker eine zusätzliche Asp718 Schnittstelle, die mit der bereits vorhandenen Asp718 
Schnittstelle im 3’ Bereich des Polylinkers die Isolierung des Polylinker Fragments aus 
dem Plasmid erlaubte (ohne Abbildung). Der Polylinker wurde zwischen die beiden 
Asp718 Schnittstellen des phgPrP Vektors eingefügt. Da die überstehenden Enden auf 
beiden Seiten des Polylinkers identisch waren, wurden Plasmide erhalten, die den 
Polylinker in unterschiedlicher Orientierung enthielten. Die Enzymkombination EcoRI und 
XhoI konnte diese beiden Fälle unterscheiden. Das Plasmid mit dem Polylinker in 
Richtung 5’-SacI-KpnI-3’, pPRP-Asp/Asp-SK, wurde für die weiteren Versuche verwendet. 
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Um die tTA Sequenz in den phgPrP Vektor einzufügen, wurde sie mit den Enzymen SmaI 
und ClaI aus dem Vektor pTet-UHD (Gossen & Bujard, 1992) ausgeschnitten und in den 
mit den gleichen Restriktionsendonukleasen im Bereich des Polylinkers geöffneten Vektor 
pPRP-Asp/Asp-SK kloniert. Es wurde das Plasmid pPrP-tTA erhalten (ohne Abbildung). 
 
 
4.3.3. Herstellung transgener tTA Mäuse 
 
4.3.3.1. Vorbereitung der DNA zur Injektion in Oozyten 
 
Das Plasmid pPrP-tTA wurde mit der Restriktionsendonuklease XhoI linearisiert und in 
einer 1% TAE Agarose Gelelektrophorese analysiert (ohne Abbildung). Das Plasmid 
wurde aus dem Gel extrahiert, mit einer Ethanolfällung aufgereinigt und in einer 
Endkonzentration von 2 µg/ml in TE Puffer gelöst. 200 µl dieser Lösung (200 ng DNA) 
wurden bei der Abteilung „Transgene Tiere“ des ZMBH zur Injektion eingereicht. Die 
Injektion erfolgte in den männlichen Pronukleus von Oozyten aus einer Verpaarung 
zwischen C75BL/6NCrlBR und DBA/2NCrlBR Inzuchtmäusen. Die scheinschwangeren 




4.3.3.2. Identifizierung transgener tTA „Founder“-Mäuse 
 
Etwa vier Wochen nach der Injektion wurde die genomische DNA von 65 Schwanzenden 
von neugeborenen, potentiell transgenen Mäusen analysiert. Die Identifizierung der 
„Founder“ Mäuse wurde von Dr. Peter Prior durchgeführt. Zur Gewinnung der 
genomischen DNA aus dem Schwanzgewebe wurde der NucleoSpin C+T Kit verwendet. 
Anschließend wurde die DNA durch PCR auf die Anwesenheit des Transgens untersucht. 
Der Programmzyklus im Thermocycler war: 2 min, 95°C ⇒ 1 Zyklus; 30 sec, 95°C; 30 sec, 
52°C; 130 sec, 72°C ⇒ 35 Zyklen; 5 min, 72°C ⇒ 1 Zyklus. Die verwendeten 
Oligonukleotidprimer sind in Tabelle 4.3.2. aufgeführt. 
 
Reaktion # Primer 1 Primer 2 erwartetes PCR Fragment 
1 olipp19 olipp20 ca. 1700 bp 
2 olipp27 olipp20 ca. 1200 bp 
3 olipp19 olipp28 ca. 500 bp 
 
Tab. 4.3.2. Übersicht der verwendeten Primerpaare in der PCR zur Identifizierung 
transgener Mäuse. Die Größen der erwarteten PCR Fragmente sind angegeben. 
 
Es wurden die vier Individuen # 9914.1, 9912.1, 9915.2 und 9922.3 positiv getestet (ohne 
Abbildung). Sie wurden als sog. „Founder“ Mäuse mit C75BL/6NCrlBR Mäusen 
rückgekreuzt und weiter vermehrt um diejenigen Mäuse zu identifizieren, die das 
Transgen tTA in ihre Keimbahn integriert hatten. Zu diesem Zweck wurden den 
Mitarbeitern des Tierstalls entsprechende Verpaarungsaufträge erteilt. 
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4.3.3.3. Identifizierung heterozygoter transgener tTA Mäuse 
 
Etwa 4 Wochen nach der Verpaarung der „Founder“ Mäuse wurden die Schwanzenden 
von 37 Mäusen der Tochtergeneration F1 untersucht. Die genomische DNA wurde isoliert 
und zur Überprüfung der Insertion des Transgens in das Genom und die Keimbahn durch 
PCR analysiert. Die PCR Fragmente wurden auf einem 1% TAE Agarosegel aufgetrennt. 
 
Bei den Mäusen # 3, 8, 10, 12, 23, 27 und 35 wurden unter den gewählten Bedingungen 
alle erwarteten PCR Fragmente identifiziert, bei den Mäusen # 1, 4, 5, und 22 zumindest 





Abb. 4.3.2. PCR Fragmente zur Identifizierung transgener Mäuse. (A), (B) und (C): Die 
genomische DNA aus den Schwanzenden von 37 transgenen Mäuse der Tochtergenera-
tion F1 der „Founder“ Mäuse wurde mit Hilfe von PCR auf die Anwesenheit des Transgens 
überprüft. Einige Ansätze zeigten alle erwarteten PCR Fragmente mit ca. 1700 bp, 1200 bp 
bzw. 500 bp (mit Pfeilen markiert). Am Beispiel von Maus # 10 sind die einzelnen Spuren 
mit 1, 2 und 3 bezeichnet. Diese Zahlen stehen für die PCR 1, 2 und 3 bei (A) und (B) der 
Abbildung. Bei Teil (C) der Abbildung sind die einzelnen Reaktionen auf drei verschiedenen 
Gelen aufgetragen und zusätzlich die PCR Kontrolle ohne DNA (W), die PCR Kontrolle mit 
einer beliebigen genomischen DNA (G) und die Positivkontrolle mit dem Vektor pPrP-tTA 
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Tabelle 4.3.3. gibt eine Zusammenfassung der Ergebnisse aus der PCR. 
 
# Maus # Geschl. Linie PCR 1 PCR 2 PCR 3 # Maus # Geschl. Linie PCR 1 PCR 2 PCR 3
1 1233.2 m 9914.1 - + - 20 1238.1 m 9914.1 - - -
2 1233.3 m 9914.1 - - - 21 1238.2 m 9914.1 - - -
3 1234.1 w 9914.1 + + + 22 1467.1 w 9915.2 + + -
4 1234.2 w 9914.1 + - - 23 1468.1 m 9915.2 + + + 
5 1234.3 w 9914.1 - + - 24 1232.1 w 9914.1 - - -
6 1235.2 w 9912.1 - - - 25 1232.2 w 9914.1 - - -
7 1235.3 w 9912.1 - - - 26 1232.3 w 9914.1 - - -
8 1235.4 w 9912.1 + + + 27 2139.1 w 9922.3 + + + 
9 1235.5 w 9912.1 - - - 28 2139.2 w 9922.3 - - -
10 1236.1 m 9912.1 + + + 29 2139.3 w 9922.3 - - -
11 1236.2 m 9912.1 - - - 30 2139.4 w 9922.3 - - -
12 1236.3 m 9912.1 + + + 31 2140.1 w 9922.3 - - -
13 1236.4 m 9912.1 - - - 32 2140.2 w 9922.3 - - -
14 1237.1 w 9914.1 - - - 33 2140.3 w 9922.3 - - -
15 1237.2 w 9914.1 - - - 34 2141.1 m 9922.3 - - -
16 1237.3 w 9914.1 - - - 35 2141.2 m 9922.3 + + + 
17 1237.4 w 9914.1 - - - 36 2141.3 m 9922.3 - - -
18 1237.5 w 9914.1 - - - 37 2141.4 m 9922.3 - - -
19 1237.6 w 9914.1 - - -     
 
Tab. 4.3.3. Transgene Mäuse der Tochtergeneration F1. Insgesamt 37 Nachkommen 
wurden aus den Verpaarungen der vier „Founder“ Mäuse gewonnen. Nach der Isolierung 
der genomischen DNA aus dem Schwanzgewebe wurde diese mit Hilfe von PCR auf die 
Anwesenheit des Transgens tTA untersucht (siehe Abb. 4.3.3.). Die Anwesenheit des 
erwarteten PCR Fragments ist mit +, die Abwesenheit mit - gekennzeichnet. 
 
Die in der PCR positiv getesteten Mäuse hatten das Transgen tTA stabil in ihr Genom und 
die Keimbahn integriert und sollten zur Herstellung homozygoter transgener tTA Mäuse 
verwendet werden. Da die Eltern dieser Mäuse durch Injektion von Hybrid Oozyten 
(C75BL/6NCrlBR und DBA/2NCrlBR) entstanden sind, müssen sie zunächst zur 
Bereinigung des genetischen Hintergrundes mehrfach (fünf Generationen) mit 
C75BL/6NCrlBR Mäusen rückgekreuzt werden. Den Mitarbeitern der Versuchtierabteilung 
wurden für die Mäuse # 1234.1-3 (# 3, 4 und 5), 1235.4 (# 8), 1236.1+3 (# 10+12), 1467.1 
(# 22), 1468.1 (# 23), 2139.1 (# 27) und 2141.2 (# 35) entsprechende 
Verpaarungsaufträge erteilt. Von den Nachkommen dieser Mäuse (Tochtergeneration F2) 
existieren eingefrorene Embryonen. Bedauerlicherweise war eine Fortsetzung der Arbeit 
nicht möglich, da aus Platzmangel in den Räumen des Tierstalls keine weiteren 
Verpaarungen möglich waren. Notwendige Untersuchungen, wie beispielsweise die 
Überprüfung der Produktion der mRNA oder Expression des tTA im Gehirn, konnten 
daher noch nicht durchgeführt werden. Ein zeitlicher Termin für die Fortsetzung der Arbeit 
war noch nicht in Sicht. 




5.1. Fragestellung der Arbeit 
 
Obwohl APP schon seit mehreren Jahren erforscht wird, sind viele biochemische, 
strukturelle und molekularbiologische Aspekte dieses Proteins unzureichend erforscht. 
Dass die physiologische Funktion von APP nicht verstanden wird, ist die Konsequenz 
davon. Gerade im Hinblick auf die Etablierung einer möglichen Diagnosemethode und 
Therapie der AD wäre eine Verbesserung dieser Situation wünschenswert, zumal der der 
Erkrankung zugrunde liegende pathologische Prozess sehr eng mit APP verbunden zu 
sein scheint. Um die Kenntnisse zu erweitern, wurden in der vorliegenden Arbeit 
zellbiologische Aspekte von APP mit molekularbiologischen und biochemischen 
Methoden untersucht. Bei den Versuchsansätzen stand die Frage nach dem 
intrazellulären Transport und der Prozessierung von APP und dessen mögliche Funktion 
bei der Signalübermittlung im Mittelpunkt. Es wurden dabei unterschiedliche 
experimentelle Wege beschritten. Die Studien zum Transport und zur Prozessierung von 
APP wurden mit Hilfe des SFV Expressionssystems in primären neuronalen Zellen 
gemacht. Durch die Etablierung konstitutiver APP Dimere und induzierbarer transgener 
Mäuse sollte die physiologische Funktion von APP untersucht werden. Es wurde 
vermutet, dass Transport, Prozessierung und Funktion von APP sehr eng miteinander 
verbunden sind und die Betrachtung aller drei Aspekte neue Erkenntnisse für das 
Verständnis der AD liefert. 
 
 
5.2. Transportstudien in hippokampalen Neuronen 
 
Der intrazelluläre Transport von APP wurde in Neuronen untersucht, die aus dem 
Hippokampus von Rattenembryonen am Tag 17 der Embryonalentwicklung (E17) 
gewonnen wurden (Goslin & Banker, 1991). Nach der Präparation bilden sie in der 
Zellkultur eine für Neuronen typische Morphologie aus (Dotti et al., 1998; Goslin & Banker, 
1991). Im ersten Stadium heften sich die Zellen an das Poly-L-Lysin auf dem Boden der 
Kulturschale an und bilden kurze Lamellipodien. Diese wachsen nach wenigen Stunden 
zu kurzen Fortsätzen aus (Stadium 2), wobei ab einem bestimmten Moment einer dieser 
Fortsätze schneller zu wachsen beginnt als alle anderen und zum Axon wird. Zu diesem 
Zeitpunkt, etwa 36 h nach dem Ausplattieren, beginnt die Polarisierung der Zelle (Stadium 
3). Nach vier Tagen beobachtet man im vierten Stadium ein signifikantes Wachstum der 
übrigen Fortsätze zu Dendriten. Die abschließende Reifung zu morphologisch und 
funktionell kompletten Neuronen in Stadium 5 beinhaltet eine Erhöhung der axonalen 
Dichte, eine Verzweigung der Dendriten und die Ausbildung von Synapsen (Fletcher et 
al., 1991). Die völlige Reifung und das Überleben für längere Zeit wird entweder durch Ko-
Kultivierung mit Gliazellen oder durch Zugabe von neurotrophischen Substanzen erreicht. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden zunächst Mutanten von APP hergestellt, die zur 
Charakterisierung der Sortierungssignale in hippokampalen Neuronen aus der Ratte 
dienen sollten. Dazu wurden die rekombinanten Viren SFV695n-myc, SFVN467Q, SFV∆8aa 
und SFVK612V produziert (vgl. Abschnitt 4.1.4.2. und Tab. 4.1.3.) und deren Qualität durch 
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Infektionen von BHK Zellen mit anschließender Immunfluoreszenz überprüft. Die 
Auszählung der infizierten und nicht-infizierten Zellen unter dem Mikroskop erbrachte eine 
Infektionsrate von 18-27%. Die Raten lagen laut persönlicher Mitteilung von Dr. Mikael 
Simons (EMBL, Heidelberg) im Erwartungsbereich und bewiesen eine ausreichende 
Qualität der Viren für die Infektion der hippokampalen Neuronen. Hippokampale 
Neuronen wurden mit SFV695n-myc, SFVN467Q, SFV∆8aa und SFVK612V infiziert und nach 4 h 
die Verteilung der APP Formen durch immunzytochemische und mikroskopische 
Methoden analysiert (vgl. Abschnitt 4.1.2.5., Abb. 4.1.3.). 
 
 
5.2.1. Transport der N467Q Mutante 
 
Auf der Grundlage von Arbeiten von Dr. Pentti Tienari (Tienari et al., 1996), bei denen ein 
Einfluss der N-Glykosylierung auf den axonalen Transport von APP gefunden wurde, 
wurde eine APP Mutante hergestellt, die an der N-Glykosylierungsstelle anstelle des 
Asparagins die Aminosäure Glutamin eingebaut hatte (APPN467Q). Es wurde erwartet, dass 
sich APPN467Q ähnlich verhält wie die ∆CHO Mutante bzw. APP695 nach einer Behandlung 
mit Tunikamycin und vollständig oder vermehrt zur somatodendritischen Zellmembran 
transportiert wird (vgl. Abbildung 3.6.1.). Während Tunikamycin als hydrophobes 
Analogon von UDP-N-Acetylglucosamin den ersten Schritt der N-Glykosylierung, die 
Anheftung des N-Acetylglucosamins an das Dolicholphosphat zur Produktion des Kern-
Oligosaccharids, je nach Effizienz der Behandlung möglicherweise unvollständig blockiert, 
kann durch die Entfernung der N-Oligosaccharid Akzeptorsequenz N-X-S/T eine mögliche 
N-Glykosylierung völlig ausgeschlossen werden. Zum anderen wurde durch diesen 
vergleichsweise kleinen Eingriff in die Struktur von APP im Gegensatz zur Entfernung der 
gesamten Glykosylierungsdomäne bei der ∆CHO Mutante die Gesamtcharakteristik des 
Proteins erhalten. Zusammengenommen sollten bei APPN467Q die Effekte und damit die 
Aussagekraft bzgl. der axonalen Sortierungsfunktion der N-Glykosylierung eindeutiger 
sein als in den vorangegangenen Experimenten. 
 
Die Expression in kortikalen Neuronen (vgl. Abschnitt 4.1.2.4., Abb. 4.1.2.) lieferte die 
Bestätigung, dass APPN467Q nicht N-glykosyliert wird. Die Bande zeigte eine etwas höhere 
Mobilität im Gel, da die Zuckerkette fehlte und das Molekulargewicht etwa 2 kDa geringer 
war. Es gab keine Veränderungen im O-Glykosylierungsmuster. Die Sequenzanalyse 
nach der Klonierung (vgl. Abschnitt 4.1.1.1.) und die Expression in kortikalen Zellen 
machten deutlich, dass die Klonierung der APPN467Q Mutante erfolgreich war. Sie wurde 
daraufhin für die Transportstudien in Neuronen verwendet. Dort wurde sie ausschließlich 
somatodendritisch transportiert (vgl. Abschnitt 4.1.2.5., Abb. 4.1.3.). Allerdings wurde das 
als Kontrolle eingesetzte APP695 ebenfalls zu ca. 95% somatodendritisch sortiert und 
nicht, wie erwartet, rein axonal. Das Ergebnis dieses Kontrollexperimentes wurde in 
mehreren Versuchen bestätigt. Damit konnte kein aussagekräftiges Ergebnis erzielt 
werden. 
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5.2.2. Intrazelluläre Lokalisation der ∆8aa Mutante 
 
Die Deletion von 23 Aminosäureresten (∆A4) im N-terminalen Bereich der Aβ Domäne 
führt dazu, dass APP vollständig zur somatodendritischen Zellmembran sortiert wird (vgl. 
Abbildung 3.6.1.; Tienari et al., 1996). Dieses Signal hat daher bei der axonalen 
Sortierung von APP eine wichtige Funktion. Der Einfluss der Deletion auf die intrazelluläre 
Verteilung von APP ist stärker als der Effekt durch den Verlust der N-Glykosylierungs-
domäne bei der ∆CHO Mutante oder bei APP695 nach einer Behandlung mit Tunikamycin. 
Tienari et al. (1996) schlossen auf eine Hierarchie bei den axonalen Transportsignalen 
und wiesen der Aβ Domäne in dieser Hinsicht die wichtigere Funktion im Vergleich zum 
N-Glykan zu. Es wurde spekuliert, dass es sich bei dem in der Aβ Domäne lokalisierten 
axonalen Sortierungssignal um ein neuartiges Signal handelt, das auf der Primärsequenz 
und den Struktureigenschaften in dieser Region beruht. 
 
Hinweise dafür lieferten Transportstudien mit den beiden APP Deletionsmutanten SPC99 
(SPA4CT) und SPC111 (vgl. Abbildung 3.6.1.; Tienari et al., 1996). Bei SPC99 fehlt fast 
die gesamte Ektodomäne von APP und es ist nur noch die Aβ Sequenz ab der β-
Sekretase Schnittstelle vorhanden (Dyrks et al., 1988). SPC111 enthält zusätzlich zwölf 
N-terminal an die β-Sekretase Schnittstelle anschließende AS. SPC99 wird 
somatodendritisch transportiert, obwohl das angenommene axonale Sortierungssignal in 
der Aβ Domäne vorhanden sein sollte. Mit den zusätzlichen zwölf AS bei SPC111 wird 
eine Sortierung sowohl zu den Somatodendriten als auch zu den Axonen beobachtet. 
Offenbar ist die Ausbildung des funktionellen axonalen Sortierungssignals in der Aβ 
Region von der Anwesenheit zusätzlicher AS im N-terminalen Bereich vor der Aβ Domäne 
abhängig. Ob dieser Effekt spezifisch für die zusätzlichen 12 AS des SPC111 ist oder ob 
nicht verwandte Sequenzen eine ähnliche Auswirkung auf die Ausbildung des 
Sortierungssignals haben, wurde nicht überprüft. 
 
Das axonale Transportsignal in der Aβ Domäne könnte in Zusammenhang mit der 
Sortierung von Gangliosiden stehen. In MDCK und anderen Zellen hat man gefunden, 
dass der Transport von Proteinen mit der Sortierung von Glykosphingolipiden 
zusammenhängt (Dotti et al., 1991). Weiterhin haben Yanagisawa et al. (1995) durch 
Epitop-Maskierung mit Antikörpern die Bindung vom Gangliosid GM1 an die membrannahe 
Region des Aβ Peptids nachgewiesen und es konnte gezeigt werden, dass durch 
Inkubation der Zelle mit GM1 die Aβ Produktion gesteigert werden kann (persönliche 
Mitteilung von Dr. Tobias Hartmann). Dieser Effekt beruht wahrscheinlich auf einer 
Beeinflussung der γ-Sekretase. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde eine APP Deletionsmutante hergestellt, der im 
Gegensatz zur 23 AS Deletion bei der ∆A4 Mutante nur acht AS fehlten. Es wurde eine 
Sequenz im Bereich der α-Sekretase Schnittstelle ausgewählt, die sich ab Lys612 auf die 
C-terminal angrenzenden AS erstreckte (APP∆8aa, K612LVFFAED619, Positionen 16 bis 23 
in Aβ). Damit sollte die Integrität und Wirksamkeit des Sortierungssignals beeinflusst 
werden. Mit dieser Deletion konnten gleichzeitig die für die Ausbildung der α-helikalen 
Struktur wichtige AS Lys612, die potentiell α-helikale Struktur dieser Region (nach Chou-
Fasman und Eisenberg, vgl. Abschnitt 5.3., Abb. 5.3.1.) und die mögliche 
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Interaktionsstelle mit dem Gangliosid GM1 eliminiert werden. Es wurde erwartet, dass 
APP∆8aa zur somatodendritischen Zellmembran transportiert wird. 
 
Bei der Expression in kortikalen Neuronen (vgl. Abschnitt 4.1.2.4., Abb. 4.1.2.) wurde die 
APP∆8aa Bande detektiert. Sie zeigte eine unveränderte Mobilität im Gel im Vergleich zu 
APP695. Es gab keine Veränderungen im O-Glykosylierungsmuster. In den hippokampalen 
Neuronen wurde APP∆8aa wie APPN467Q ausschließlich somatodendritisch transportiert (vgl. 
Abschnitt 4.1.2.5., Abb. 4.1.3.). Aber auch in diesem Falle war das Ergebnis nicht 
aussagekräftig, da APP695 ebenfalls vorwiegend in den Somatodendriten detektiert wurde 
und damit der notwendige Kontrollansatz fehlte. 
 
 
5.2.3. Transport der K612V Mutante 
 
Nach Berechnungen gemäß Chou-Fasman und Eisenberg beschreibt ein Computer-
modell in der Region um die α-Sekretase Schnittstelle eine potentiell α-helikale Struktur 
(vgl. Abschnitt 5.3., Abb. 5.3.1.) Die Mutation in APP695 an Position 612 von Lysin zu Valin 
(APPK612V; Position 16 in der Aβ Domäne) beeinträchtigt die α-helikale Sekundärstruktur 
dieser Region. Es kommt zu Veränderungen in der Proteolyse durch die α-Sekretase und 
zu Störungen im Transport von APP (Yamada & Kobayashi, 1995). Die Sekretion von 
APPsec und Aβ in viral infizierten Glioma U251 Zellen nimmt ab, was auf eine Störung der 
α- und β-Sekretase zurückgeführt wurde. Die immunzytochemische Analyse zeigt, dass 
APPK612V nicht zur Zellmembran transportiert, sondern im rER zurückgehalten wird. In der 
vorliegenden Arbeit wurde APPK612V hergestellt und auf seinen Transport in hippo-
kampalen Neuronen untersucht. Es wurde eine Beeinträchtigung des Exports aus dem 
rER und demzufolge eine perinukleäre Anreicherung von APPK612V erwartet. Weiterhin war 
vorstellbar, dass APPK612V im Falle des Exports aus dem rER aufgrund einer möglichen 
Eliminierung des axonalen Sortierungssignals zur somatodendritischen Membran 
transportiert werden würde. 
 
Die Expression der Mutante in kortikalen Neuronen (vgl. Abschnitt 4.1.2.4., Abb. 4.1.2.) 
lieferte die Bestätigung, dass APPK612V offenbar im rER zurückgehalten wird, da das für 
APP695 typische O-Glykosylierungsmuster fehlt. In hippokampalen Neuronen wurde eine 
überwiegend somatische Verteilung dieser Mutante gefunden (vgl. Abschnitt 4.1.2.5., 
Abb. 4.1.3.). Die Anwesenheit von APPK612V war allerdings nicht nur auf die perinukleäre 
Region des Soma beschränkt, sondern wurde auch im Golgi Apparat und nahe des 
Zellkörpers in Dendriten nachgewiesen. Da sich das rER in hippokampalen Neuronen bis 
in die Dendriten erstreckt (Kacharmina et al., 2000), könnte eine perfekte Ko-
Lokalisierung der APPK612V Mutante mit diesen rER Strukturen vorliegen. Die Anfärbung 
des Golgi Apparates zeigte, dass in den hippokampalen Neuronen ein geringer Teil des 
APPK612V auch dorthin gelangt. Es muss entweder einen untergeordneten Alternativ-
mechanismus für den Export aus dem rER geben oder der Befund ist ein Artefakt 
aufgrund der massiven Überexpression durch das SFV Expressionssystem. 
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5.2.4. Zusammenfassende Betrachtung der Transportstudien 
 
Durch Vorarbeiten war bekannt, dass neu synthetisiertes APP zunächst zur axonalen 
Membran transportiert (Dotti & Simons, 1990; Tienari et al., 1996), auf der Zelloberfläche 
exponiert, dann internalisiert (Koo et al., 1994) und zu einem rab5 positiven Kompartiment 
gebracht wird (Ikin et al., 1996; Marquez-Sterling et al., 1997). Letztlich wird APP über 
einen transzytotischen Mechanismus zur somatodendritischen Membran transportiert 
(Tienari et al., 1996; Simons et al., 1995; Yamazaki et al., 1995). Daher ist die zunächst 
axonale Verteilung von APP nur zu Beginn der Expression detektierbar. Bei den früheren 
und den in dieser Arbeit durchgeführten Experimenten wurde die Analyse aus diesem 
Grund bereits vier Stunden nach der Infektion durchgeführt. 
 
Aufgrund der vornehmlichen Sortierung von APP695 zu den Somatodendriten sind die 
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht abschließend interpretierbar. Wäre APP695 
axonal sortiert worden, hätten sich alle Erwartungen hinsichtlich der eingesetzten 
Sortierungsmutanten erfüllt. Sowohl die N-Glykosylierung als auch die Aβ Domäne wären 
als axonale Sortierungssignale bestätigt worden. Für die N-Glykosylierung, die bei 
zahlreichen Transmembran- und GPI-verankerten Proteinen den Transport zur apikalen 
Membran reguliert (Übersicht in Keller & Simons, 1997; Lisanti et al., 1989), könnte in 
Analogie zum Mannose-6-Phosphat Rezeptor beim Transport zwischen TGN und 
Lysosomen (Peraus et al., 1997) ein bislang nicht identifizierter N-Glykan Rezeptor als 
Bestandteil der Sortierungsmaschinerie fungieren. Bei der Aβ Sequenz wäre eine 
Eingrenzung des Signals auf die acht der α-Sekretase Schnittstelle folgenden AS 
gelungen. Wie die APPK612V Mutante zeigt, könnte die Beeinträchtigung der α-helikalen 
Struktur ausreichen, den axonalen Transport zu unterbinden. 
 
Wenn man annimmt, dass die axonale Sortierungsmaschinerie aufgrund der massiven 
Überexpression durch das SFV Expressionssystem überfordert sein könnte, wäre die 
somatodendritische Verteilung von APP695 erklärbar, denn das scheint für zahlreiche 
axonale oder apikale Proteine bei heterologer Expression üblich zu sein (Kaether et al., 
2000; Übersicht in Winckler & Mellman, 1999). Die meisten apikalen Proteine werden bei 
einer Expression in hippokampalen Neuronen sowohl in Axonen als auch 
Somatodendriten gefunden und selten exklusiv in Axonen (Jareb & Banker, 1998). Das 
Transportverhalten hängt dabei stark vom Reifegrad der Neuronen ab (Ledesma et al., 
1999). Demnach sind unreife Neuronen weniger in der Lage, apikale Proteine axonal zu 
sortieren. Dies könnte der Grund dafür sein, dass in Arbeiten aus der Arbeitsgruppe von 
Carlos Dotti für verschiedene Proteine eine axonale Verteilung gefunden wird (Tienari et 
al., 1996; Ledesma et al., 1998; Ledesma et al., 1999) während andere Arbeitsgruppen 
eine panzelluläre oder somatodendritische Verteilung der gleichen Proteine finden 
(Faivre-Sarrailh & Rougon, 1993; Jareb & Banker, 1998).  
 
Es wurden einige Veränderungen im Versuchsprotokoll getestet. So beispielsweise die 
Benutzung unterschiedlich alter neuronaler Kulturen und die Variation der Virusmenge, 
der Infektionszeit, der Expressionszeit oder der immunzytochemischen Behandlung. 
Keine der Modifikationen hat für APP695 eine axonale Sortierung vergleichbar mit den 
Ergebnissen von Tienari et al. (1996) ergeben, auch nicht bei Versuchen, bei denen die 
Versuchsprotokolle nach Tienari et al. exakt befolgt und die originalen Virus-Stocks 
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benutzt wurden. Daher wurden Alternativmethoden etabliert um mit deren Hilfe die 
eigenen und die von Tienari et al. erhaltenen Ergebnisse zu überprüfen. 
 
 
5.2.5. Transfektion von Neuronen mit der Kalziumphosphat Methode 
 
Aufgrund der beschriebenen Nachteile des SFV Expressionssystems und des unerwar-
teten Versuchsausgangs wurde eine Alternativmethode zur Infektion der Neuronen mit 
SFV geprüft. Es sollte die von Köhrmann et al. (1999) etablierte Kalziumphosphat 
Methode zur Transfektion von Neuronen angewendet werden. Daher wurden zunächst 
endotoxinfreie eukaryontische Expressionsvektoren mit der kodierenden Sequenz von 
APP695 produziert (vgl. Abschnitt 4.1.3., Abb. 4.1.4.). Mit diesen Plasmiden wurden 
Restriktionsanalysen durchgeführt um die Integrität der aufgereinigten Plasmide zu 
überprüfen. Diese Untersuchung ergab die erwarteten Ergebnisse. Zur Qualitätsanalyse 
der Plasmide wurden Transfektionen in SH-SY5Y Zellen vorgenommen. Während bei den 
meisten Konstrukten eine gute Expression erzielt wurde, zeigte pUAST-APP695 eine 
geringe Expression. Dieses Ergebnis ist erklärbar, denn der Vektor beinhaltet einen Gal4-
Treiber als Promotor, der in den meisten Zellen von Säugetieren nicht funktioniert. Da 
pUAST jedoch zusätzlich einen Hsp70 Promotor enthält, wäre eine Expression zumindest 
theoretisch möglich gewesen. 
 
Anschließend wurden pCEP-APP695n-myc, pSFV-APP695n-myc, pEF-APP695n-myc, pPRP-
APP695, pcDNA3-APP695 und pUAST-APP695 mit der Kalziumphosphat Methode in 
kortikale Neuronen transfiziert (vgl. Abschnitt 4.1.3., Abb. 4.1.4.). Die Expression von 
APP695 war schwach und mit pcDNA3-APP695 und pUAST-APP695 war kein Signal 
detektierbar. Die Vektoren pcDNA3 und pUAST sind offenbar für die Transfektion von 
Neuronen nicht geeignet. Die APP695 Bande war mit den übrigen Vektoren etwa gleich 
stark. Da die kortikale Neuronenkultur durch Präparation der gesamten Hirnhemisphären 
gewonnen wurde, könnte nach zwölf Tagen in Kultur eine geringfügige Kontamination mit 
Gliazellen vorliegen. Es wurde an dieser Stelle nicht ermittelt, inwiefern die Expression 
von APP695 durch eventuell transfizierte Gliazellen hervorgerufen wurde. 
 
Die Methode sollte für die Vektoren pCEP, pSFV, pEF und pPRP optimiert werden. Dafür 
könnte die Qualität der DNA durch eine erneute Aufreinigung verbessert oder die 
Inkubationszeiten mit den Kalziumphosphat Kristallen variiert werden. Anschließend ist 
aufgrund der Vorversuche in kortikalen Neuronen die Verwendung der Kalziumphosphat 
Methode zur Transfektion der hippokampalen Neuronen denkbar. Sie ist einfacher 
durchführbar als das SFV Expressionssystem. Zudem hat die Infektion mit SFV und die 
damit erzielte massive Überexpression des heterologen Protein einen nicht absehbaren 
Einfluss auf den gesamten Zellmetabolismus und könnte daher Artefakte hervorrufen. Es 
ist leicht vorstellbar, dass ein Sortierungsmechanismus in der Zelle durch die massive 
Überexpression eines Proteins „überflutet“ und damit überfordert wird. Da die 
Transfektionsrate mit der Kalziumphosphat Methode in hippokampalen Neuronen bis zu 
13,5% beträgt und der Zustand der Zellen wenig beeinflusst wird (Köhrmann et al., 1999), 
wären aussagekräftige Versuche möglich. Idealerweise könnte man für diese Versuche 
pCEP oder pSFV Konstrukte verwenden, da viele Mutanten von APP, wie beispielsweise 
die hier getesteten Transportmutanten, in diesen Vektoren verfügbar sind. 
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5.2.6. APP-GFP Fusionsproteine 
 
Eine Option für die Analyse der intrazellulären Verteilung von Proteinen ist die Fusion des 
untersuchten Proteins mit dem Green Fluorescent Protein (GFP; Kaether & Gerdes, 
1995). Die Benutzung des GFP als selbstständiges Fluorophor bietet außerdem die 
Möglichkeit einer immunzytochemischen Analyse ohne Verwendung von Antikörpern, da 
die Zellen nach dem gewünschten Expressionszeitraum fixiert und direkt im Mikroskop 
analysiert werden können. Auch Doppel- und Mehrfachfärbungen sind durch die 
Verwendung verschiedener Mutanten von GFP, die Licht unterschiedlicher Wellenlänge 
emittieren, möglich. Eine weitere Einsatzmöglichkeit von GFP Fusionsproteinen bietet der 
Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET), bei dem die Wechselwirkung zweier 
Proteine, die je mit einem unterschiedlichen GFP Fusionstag ausgerüstet sind, durch 
Übertragung der Fluoreszenzenergie nachgewiesen werden kann (Rizzuto et al., 1996). 
 
 
5.2.6.1. Expression der APP-GFP Fusionsproteine 
 
Zunächst wurden APP/GFP und SP/GFP/APP als APP-GFP Fusionskonstrukte 
hergestellt und zur Überprüfung der Fluoreszenz in SH-SY5Y exprimiert. Die FACscan 
Analyse bestätigte die erfolgreiche Klonierung und Expression der Fusionsproteine (vgl. 
Abschnitt 4.1.4.2.1., Abb. 4.1.6.). Etwa 10-20% der Zellen zeigten ein Fluoreszenzsignal 
und damit die Anwesenheit von funktionellem GFP. 
 
Dass die rekombinanten Proteine als komplette Fusionsproteine vorlagen, wurde in einem 
Expressionsversuch in Cos7 Zellen mit Western Blot und ECL Analyse bestätigt (vgl. 
Abschnitt 4.1.4.2.2., Abb. 4.1.7.). Die Immunpräzipitation der Proteine mit dem Antikörper 
22C11 und die anschließende Detektion in der ECL mit W0-2 erbrachte für beide 
Fusionsproteine ein apparentes Molekulargewicht von etwa 140 kDa, was sich auch 
rechnerisch aus der Addition der beiden Molekulargewichte von APP und GFP ergibt. Die 
Detektion dieser 140 kDa Banden gelang in einem parallelen Versuchansatz auch nach 
Immunpräzipitation und anschließender Detektion in der ECL mit dem Antikörper αGFP. 
Es traten keine Degradationsprodukte oder verkürzte Formen auf. Es wurde davon 
ausgegangen, dass die Fusionsproteine in ihrer vollen Länge exprimiert wurden. 
 
 
5.2.6.2. Die APP-GFP Fusion verringert die Aβ40 Produktion 
 
Bevor die Fusionsproteine für Versuche in hippokampalen Neuronen verwendet wurden, 
wurde zunächst durch Expression in SH-SY5Y Zellen und kortikalen Neuronen ein 
möglicher Effekt der Fusion auf die Prozessierung von APP untersucht (vgl. Abschnitt 
4.1.4.2.3., Abb. 4.1.8.). Dies sollte ein Test zur Charakterisierung der Integrität von APP 
sein, da ein echter Funktionsassay für APP nicht zur Verfügung stand. Es wurde erwartet, 
dass keine der beiden Fusionen die Aβ Produktion im Vergleich zu APP695 verändert. Bei 
eventuellen Abweichungen im Prozessierungsverhalten wäre eine Verwendung der APP-
GFP Fusionskonstrukte in weiteren Versuchen zumindest fraglich, da diese Verän-
derungen ein Hinweis auf eine Beeinflussung der biochemischen und zellbiologischen 
Eigenschaften von APP durch die GFP Sequenz sein könnten. 
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In SH-SY5Y Zellen wurde trotz ähnlich starker Expression von APP695, APP/GFP bzw. 
SP/GFP/APP bei den beiden Fusionsproteinen eine Verringerung der Aβ Produktion 
detektiert. In kortikalen Neuronen wurde mit den beiden APP-GFP Fusionsproteinen kein 
Aβ42 detektiert und vier bis acht Mal weniger Aβ40 als in mit APP695 infizierten Zellen. 
Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die Fusion mit GFP einen Einfluss auf die 
Prozessierung von APP hat. Ein sterischer Effekt aufgrund der recht großen GFP 
Domäne auf APP selbst, auf seine Dimerisierung oder die Interaktion mit anderen 
Komponenten der Zelle, wie etwa den Sekretasen oder Presenilinen, wäre denkbar. Dass 
die beobachtete Verringerung der Aβ Produktion zumindest teilweise durch eine 
verhinderte Dimerisierung von APP verursacht wird, zeigen Versuche mit der APPK624C 
Dimerisierungsmutante, die von Stefan Scheuermann durchgeführt wurden (vgl. Abschnitt 
5.3.2.). Das Fusionsprotein SP/GFP/APPK624C konnte keine Homodimere ausbilden. 
 
 
5.2.6.3. APP-GFP Fusionsproteine befinden sich vorwiegend im Soma 
 
Ob und wie stark der Transport von APP durch die Fusion mit GFP beeinträchtigt wird, 
wurde in hippokampalen Neuronen untersucht (vgl. Abschnitt 4.1.4.2.4.). Bei beiden 
Fusionsproteinen wurde 4 h nach der Infektion eine vorwiegend somatische bzw. 
somatodendritische Verteilung gefunden. In etwa 50% der Zellen wurde das Protein 
perinukleär detektiert. Diese Lokalisierung könnte von einer veränderten Sortierung der 
Fusionsproteine im Vergleich zu APP695, von der Dauer der Expression und dem 
Maturierungsgrad von GFP oder von einer Proteolyse des Fusionsproteins beispielsweise 
durch Sekretasen abhängen. Wahrscheinlicher ist, dass die Fusionsproteine zum größten 
Teil nicht aus dem rER exportiert werden und sich dort anreichern. Ein Zusammenhang 
zum veränderten Transportverhalten wäre denkbar, indem APP das für die korrekte 
Prozessierung notwendige Kompartiment in der Zelle nicht erreicht. Die Verwendung 
dieser Fusionsproteine und anderer, die mit verschiedenen APP Mutanten noch 
hergestellt werden müssten, ist nach den Versuchen zur Prozessierung und Sortierung in 
hippokampalen Neuronen mit dem derzeitigen Kenntnisstand nicht sinnvoll. Bereits 




5.3. Konstitutive Dimerisierung von APP 
 
5.3.1. Etablierung konstitutiver APP Dimere 
 
Bislang ist nicht bekannt, ob die Dimerisierung von APP in der Pathogenese der AD von 
Bedeutung ist. Durch Gelpermeationschromatografie wurde ermittelt, dass APP in der 
Zelle fast ausschließlich als Dimer existiert und nur minimale Mengen an Monomer 
vorliegen (Scheuermann et al., 2001). Außerdem konnte gezeigt werden, dass APP über 
eine posttranslationale Modifikation durch eine Transglutaminase zu Dimeren und 
Multimeren verbunden werden kann (Ho et al., 1994) und mit Hilfe von chemischen 
Vernetzern wurden Hinweise auf eine Dimerisierung von APP erhalten (Dr. Pentti Tienari, 
PD Dr. Gerd Multhaup, persönliche Mitteilung). Es ist vorstellbar, dass die Dimerisierung 
von APP bei Transportvorgängen und der Prozessierung eine Rolle spielt. So könnte der 
Export aus dem rER eine Dimerisierung von APP zur Voraussetzung haben. Ein ähnlicher 
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Mechanismus wurde beispielsweise beim T-Zell Rezeptor/CD3 Komplex (San Jose et al., 
1998; Alarcon et al., 1998) oder bei der invarianten Kette des MHCII Komplexes 
gefunden (Hofmann et al., 1999). 
 
Zur Herstellung von Protein Dimeren wurde eine große Zahl von chemischen Vernetzern 
(Byrne et al., 1996) verwendet. Problematisch bei diesen Vernetzern ist die unselektive 
Verknüpfung der Moleküle, denn es kommt mit der Bildung von Homo- und Heterooligo-
meren zu unerwünschten Nebeneffekten. Eine Option zur Bildung spezifischer Dimere 
bietet die Einführung von Cysteinresten in Proteine mit der Möglichkeit zur Ausbildung 
intermolekularer Disulfidbrücken. Diese Technik wurde bereits beim EGF-R erfolgreich 
angewendet (Sorokin et al., 1994). Es konnte ein konstitutives Dimer hergestellt werden, 
das ohne Ligand Kinaseaktivität zeigte und eine erhöhte Affinität zu EGF hatte. 
 
Auch bei APP wurde über einen zusätzlichen Cysteinrest im Bereich der Aβ Domäne ein 
konstitutives Dimer hergestellt. Für die Einführung des Cysteinrestes wurden nahe der 
TMD in der Ektodomäne verschiedene Positionen ausgewählt, die aufgrund theoretischer 







Abb. 5.3.1. Schematische Darstellung der theoretischen Struktureigenschaften von 
Aβ und Teilen der TMD (erstellt mit dem Computerprogramm Lasergene). Position 1 
korrespondiert mit der ersten AS in Aβ (Asp597 in APP695). Die TMD (ca. ab AS 30) wird u.a. 
durch den Kyte-Doolittle Plot und den Antigen-Index nach Jameson-Wolf klar angezeigt. In 
einem Bereich, der die Aminosäuren 24 bis 30 (Val620 bis Ala626) enthält, wird laut 
Computeranalyse eine spezielle Struktur mit hoher Oberflächenwahrscheinlichkeit 
vorhergesagt. Nach Karplus-Schulz ist der Bereich flexibel und nach Eisenberg befindet 
sich dort eine amphipathische α-Helix. Diese theoretischen Eigenschaften ließen vermuten, 
dass durch die Einführung von Cysteinen in diese Region eine große Wahrscheinlichkeit 
für eine Disulfidbrückenbindung bestand. 
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Es wurde erwartet, dass es, durch das Enzym Proteindisulfidisomerase katalysiert, zur 
Ausbildung intermolekularer Disulfidbrücken kommt und APP auf diese Weise bereits im 
rER dimerisiert. Die Punktmutationen wurden in einer Region (Val620 bis Ala626) 
durchgeführt, die gemäß einem Computermodell nach Jameson-Wolf bzw. Emini eine 
hohe Antigenität bzw. Oberflächenwahrscheinlichkeit hat und damit exponierte AS 
Seitenketten aufweisen sollte. 
 
Es wurden verschiedene APP Cystein Mutanten hergestellt und zunächst zur Überprüfung 
der Expression und Dimerisierung in SH-SY5Y oder Cos7 Zellen transfiziert. Durch die 
Verwendung eines Probenpuffers ohne Reduktionsmittel wurde bei vier von sechs 
Mutanten die Anwesenheit einer Bande in einem Molekulargewichtsbereich von ca. 230 
kDa beobachtet (vgl. Abschnitt 4.2.2., Abb. 4.2.1. und 4.2.2.). Bei Zugabe von DTT, das in 
der Lage ist, Disulfidbrücken zu lösen, verschwindet diese zusätzliche Bande. Der gleiche 
Effekt wurde durch Zugabe von β-Mercaptoethanol erzielt (Daten nicht gezeigt). 
 
Nach der Behandlung mit DTT tauchen zusätzlich O-glykosylierte Formen von APP auf. 
Da O-Glykosylierungen im Golgi-Apparat durchgeführt werden und die Dimerisierung über 
Disulfidbrücken bereits im rER geschieht, scheint das APP Dimer rasch aus dem rER 
exportiert zu werden. Inwiefern eine Dimerisierung für den Transport notwendig ist, kann 
aufgrund der vorliegenden Ergebnisse nicht beurteilt werden, da APP in der Zelle als 
natürliches Dimer vorliegt (Scheuermann et al., 2001) und daher auch ohne 
Disulfidbrücke dimerisieren und zum Golgi-Apparat transportiert werden kann. Um dies zu 
testen müsste eine Möglichkeit gefunden werden, die natürliche Dimerisierung von APP 
zu verhindern. Hierbei könnten eventuell die beiden Mutanten APPK612V und APP∆8aa oder 
die APP-GFP Fusionsproteine verwendet werden (vgl. Abschnitt 5.5.). 
 
 
5.3.2. Biochemische Charakterisierung der APPK624C Dimere 
 
Bei APPS622C ist die Dimerbande nicht zu erkennen, bei anderen Cysteinmutanten 
schwach und bei APPK624C am stärksten. Dort macht sie etwa die Hälfte des gesamten 
APP aus. Offenbar gibt es eine bevorzugte Orientierung der beiden beteiligten APP 
Moleküle zueinander und die geeignete Position der Cysteinreste an Position 624 von 
APP695 bewirkt eine effiziente kovalente Dimerisierung. 
 
Um zu bestätigen, dass die Dimerisierung tatsächlich durch die eingeführten Cysteinreste 
und Disulfidbrückenbindungen zustande kommt, wurde die APPK624C Dimerbande aus 
dem Gel isoliert und nach einer DTT Behandlung erneut in einer SDS PAGE aufgetrennt 
(vgl. Abschnitt 4.2.3.1., Abb. 4.2.3.). Nach der Behandlung mit DTT entstand im Bereich 
der O-glykosylierten Formen von APP eine Bande, während die ca. 230 kDa Bande 
verschwand. Aus diesem Versuch wurde gefolgert, dass die ca. 230 kDa Bande ein APP 
Dimer repräsentiert, das über eine Disulfidbrückenbindung konstitutiv verknüpft ist. 
 
Ausgedehnte biochemische Analysen der APPK624C Mutante, die von Stefan 
Scheuermann unter meiner Anleitung durchgeführt wurden, dienten der weiteren 
Charakterisierung dieses Proteins (vgl. Abschnitt 4.2.3.2.). Die Behandlungen mit 
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chemischen Vernetzern mit Spezifitäten für Sulfhydryl- oder Aminogruppen, mit Cu2+ als 
Oxidationsmittel, mit Jodacetamid und NEM zur Verhinderung der Disulfidbrückenbindung 
oder mit 22C11 als „künstlichem Ligand“ ergaben keine Veränderungen im 
Dimerisierungsverhalten. Diese Befunde und Versuche zur Entstehungskinetik, wie etwa 
die Pulse-Chase Behandlung stabil transfizierter Zellen oder ein Temperaturblock bei 
15°C, der die neusynthetisierten Proteine im rER zurückhält, weisen darauf hin, dass die 
Dimere bereits im rER gebildet werden. Wahrscheinlich ist die Proteindisulfidisomerase 
an diesem Prozess beteiligt, die naszierende Polypeptidketten bereits während ihres 
Eintritts in das Lumen des rER als Substrat benutzt. Bei Versuchen mit Tunikamycin, 
Brefeldin A, Neuraminidase und N-Glykosidase F wurde kein Einfluss auf die 
Dimerisierung gefunden. Offenbar spielt die Glykosylierung von APP für die Dimerisierung 
keine entscheidende Rolle. Umgekehrt allerdings scheint die Dimerisierung indirekt eine 
Voraussetzung für die O-Glykosylierung zu sein, denn nicht dimerisiertes APP gelangt 
nicht in den Golgi Apparat. 
 
Durch Ko-Expression zweier in der Größe unterschiedlicher APPK624C Formen konnte eine 
Dimerisierung von APP nachgewiesen werden. Dabei wurden APPK624C und 
SP/GFP/APPK624C in SH-SY5Y Zellen ko-exprimiert und die Entstehung der erwarteten 
Dimerbanden dokumentiert. Es wurden sowohl APPK624C Homodimere als auch APPK624C 
und SP/GFP/APPK624C Heterodimere gefunden. SP/GFP/APPK624C Homodimere traten 
nicht auf (vgl. Abschnitt 5.2.6.2.). 
 
Es wurden auch APPsec und ein vermutliches Aβ Dimer detektiert aber bislang noch nicht 
charakterisiert. Anscheinend verhindert die Dimerisierung von APP die Proteolyse durch 
die Sekretasen nicht. Im Gegenteil, denn die Aβ Produktion in mit APPK624C transfizierten 
Zellen ist je nach Experiment zwischen 50% und 600% erhöht (vgl. Abschnitt 4.2.3.2.). 
Diese Befunde sprechen für eine wichtige Funktion der Dimerisierung bei der 
Prozessierung von APP. Ob ein Zusammenhang mit dem Transport besteht, konnte nicht 
beurteilt werden. Die Versuche in hippokampalen Neuronen verliefen bisher erfolglos. Da 
die APPK624C Mutante in den Vektoren pCEP und pSFV vorliegt, könnte die Transfektion 
mit der optimierten Kalziumphosphat Methode ein besseres Ergebnis bringen. 
 
 
5.3.3. FAD Mutationen verstärken die Dimerisierung von APP und die 
Produktion von Aβ 
 
Es scheint sicher zu sein, dass die Dimerisierung von APP eine erhöhte Produktion an Aβ 
zur Folge hat. Der genaue Mechanismus der FAD Mutationen auf die Prozessierung ist 
bislang unbekannt. Daher wurde die Möglichkeit überprüft, ob FAD Mutationen die 
Dimerisierung von APP beeinflussen, und auf diese Weise eine vermehrte Produktion von 
Aβ verursachen. Zu diesem Zweck wurden APP Mutanten hergestellt und in SH-SY5Y 
Zellen exprimiert, die neben der K624C Mutation zusätzlich die Swedish, London oder 
beide Mutationen trugen (vgl. Abschnitt 4.2.3.4.2., Abb. 4.2.4.). 
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Die Entstehung des Dimers bei APPK624C wurde durch die zusätzlichen Mutationen 
Swedish oder London um den Faktor 2 verstärkt, bei der Dreifachmutante APPK624C-
Swe/Lon kam es zu einer Verdreifachung der Signalstärke. Offenbar bewirkt die 
Anwesenheit der FAD Mutationen eine gesteigerte Dimerisierung von APP. In allen 
Ansätzen kann eine deutliche Aβ Bande bei etwa 4 kDa detektiert werden (Abb. 4.2.5.). 
Die Intensität der Bande ist bei APP695 am schwächsten, bei APPK624C etwa doppelt so 
stark, bei APPK624C-Swe bzw. APPK624C-Lon etwa viermal so stark und bei der APPK624C-
Swe/Lon etwa sechs Mal stärker. Damit besteht eine exakte Korrelation zwischen den 
Mengen an Dimer und Aβ bei den einzelnen APPK624C Mutanten. Eventuell bestimmt das 
Ausmaß der Dimerisierung unmittelbar die Aβ Produktion und es werden ausschließlich 
APP Dimere prozessiert. 
 
Die verstärkte Dimerisierung von APP und die vermehrte Aβ Produktion bei Verwendung 
der FAD Mutationen könnten die relevanten Faktoren bei der Pathogenese der AD 
reflektieren. Auf welche Weise die beiden FAD Mutationen die Dimerisierung 
beeinflussen, kann aus den Versuchen nicht abgeleitet werden. Die Swedish Mutante 
könnte die Integrität der für den Transport bzw. Dimerisierung relevanten Struktur in der 
Aβ Domäne beeinflussen. Dieser Effekt könnte mit dem im Zusammenhang stehen, der 
beim Transport der SPC111 Mutante im Vergleich zur SPC99 Mutante auftritt. Offenbar 
sind N-terminal an die Aβ Region angrenzende Bereiche für die korrekte Ausbildung des 
Transport- bzw. Dimerisierungssignals verantwortlich. Wenn sie fehlen, wird das Signal 
geschwächt. Umgekehrt wäre vorstellbar, dass die beiden Swedish Punktmutationen das 
Signal verstärken. Gleichermaßen könnte die London Mutation auf das Dimerisierungs-
signal wirken, d.h. auch C-terminal an das Signal angrenzende AS könnten einen Effekt 
haben. Eventuell erstreckt sich das Dimerisierungssignal bis zum Bereich der London 
Mutation. Die FAD Mutationen in APP könnten also die Sekretasen nicht direkt beeinflus-




5.3.4. Dimerisierung und GTPase Aktivität des G0 Proteins in Cos7 Zellen 
 
Die Struktur von APP erinnert an den EGF-Rezeptor (EGF-R), PDGF-Rezeptor (PDGF-
R), polymerischen Immunglobulin-Rezeptor (pIgR), Insulinrezeptor (IR) oder LDL-
Rezeptor (LDL-R; Kang et al., 1987; Shivers et al., 1988; Schubert et al., 1991). Bei 
einigen dieser Zelloberflächenrezeptoren kommt es nach Bindung eines Liganden zur 
Dimerisierung mit anschließender Signalübertragung in die Zelle. Es wird angenommen, 
dass die inaktive, monomere Form des Rezeptors mit der aktiven, dimeren Form im 
chemischen Gleichgewicht steht. Gemäß des allosterischen Dimerisierungsmodells würde 
die Bindung eines Liganden an den Rezeptor eine Konformationsänderung bewirken, die 
den dimeren Zustand des Rezeptors stabilisiert und die Affinität zum Liganden erhöht. In 
Folge dieser Konformationsänderung kommt es zu einer Signalübertragung in die Zelle, 
wobei autokatalytische Prozesse am Rezeptor selbst und/oder die Weiterleitung an 
andere Komponenten in der Plasmamembran oder im Zytosol beteiligt sein können 
(Übersicht in Schlessinger, 1988). 
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Einen Hinweis für eine mögliche Funktion von APP bei der Signalübertragung lieferte die 
Expression von APP in Drosophila (Foßgreen et al., 1998). Die Expression von APP in 
der larvalen Flügelscheibe von transgenen Fliegen führte zu einer Missbildung des 
Flügels. Während sich der gesunde Flügel aus zwei aufeinanderliegenden Gewebelagen 
zusammensetzt, sind diese bei den transgenen Fliegen getrennt und der entstandene 
Zwischenraum mit Hämolymphe gefüllt. Vermutlich stört APP die für die Adhäsion der 
Zellen notwendigen Mechanismen oder beeinträchtigt die Signalübertragung zwischen 
den Zellen. Für diesen Effekt könnte die Dimerisierung von APP mitverantwortlich sein. 
Neue Untersuchungen müssen zeigen, wie es zu der von APP verursachten Flügelmiss-
bildung kommt und welche weiteren Faktoren beteiligt sind. 
 
Bouillot et al. berichteten 1996 über die Anwesenheit von APP in cholesterin- und 
sphingolipidreichen Mikrodomänen (CSEM). CSEM sind zu Caveolae homologe 
Strukturen in Neuronen, haben einen Durchmesser von 50-100 nm und sind in der 
Signalübertragung spezialisiert (Lisanti et al., 1994; Lisanti et al., 1989; Brown & Rose, 
1992). Caveolae wurden mit Transportprozessen, wie beispielsweise der Transzytose des 
LDL-R und der rezeptorvermittelten Endozytose kleiner Moleküle in Verbindung gebracht 
(Chen et al., 1990). Durch Ko-Immunpräzipitation konnte die Ko-Lokalisierung von 
trimerem G0 Protein und APP in CSEM bestätigt werden. 
 
Eine mögliche Beteiligung von APP an der Signalübertragung wurde durch die 
Identifizierung und Charakterisierung von Bindungsstellen für das trimere G0 Protein 
(Nishimoto et al., 1993; Nitsch et al., 1992; Okamoto et al., 1995) und disabled-1 (dab-1; 
Howell et al., 1999; Homayouni et al., 1999) im zytoplasmatischen Teil von APP postuliert. 
Die Interaktion der AS His657 bis Lys676 in APP695 mit dem trimeren G0 Protein (G0) bewirkt 
eine Aktivierung von G0, die im folgenden zur Apoptose führt (Nishimoto et al., 1993; 
Yamatsuji et al., 1996). Sowohl die G0α- als auch die G0βγ-Untereinheit von G0 können bei 
Verwendung des Antikörpers 22C11 mit APP koimmunpräzipitiert werden. Weiterhin 
wurde in rekonstituierten Phospholipid Vesikeln nach Stimulation mit 22C11 die GTPase 
Aktivität von G0 um 200-250% gesteigert (Okamoto et al., 1995). Diese Wirkung konnte 
durch Zugabe eines künstlichen Peptids, das das Epitop für 22C11 enthielt, oder durch 
Inkubation mit einem Antikörper gegen die G0-bindende Domäne aufgehoben werden. In 
Diskrepanz dazu wurde gefunden, dass die Inkubation von neuronalen Membranen mit 
22C11 die GTPase Aktivität von G0 um ca. 80% reduziert. Da 22C11 als Antikörper eine 
divalente Struktur hat, besteht die Möglichkeit, dass diese Effekte auf die GTPase Aktivität 
von G0 durch eine Dimerisierung von APP zustande kommen. 
 
Um den Effekt der APP Dimerisierung auf eine eventuelle Funktion bei der 
Signalübertragung durch trimere G0 Proteine zu untersuchen, wurde in Kooperation mit 
Emmanuel Brouillet von der Arbeitsgruppe Bernadette Allinquant (Centre National de la 
Recherche Scientifique, Paris) ein GTPase Assay benutzt. Dafür wurden Cos7 Zellen mit 
APPK624C transfiziert und Membranpräparationen angefertigt. Die Membranen wurden 
eingefroren und nach Frankreich verschickt, wo der eigentliche GTPase Assay 
durchgeführt wurde (vgl. Abschnitt 4.2.3.3., Tab. 4.2.2.). In Membranpräparationen aus 
Cos7 Zellen wurde kein Effekt der Dimerisierung auf die GTPase Aktivität gefunden. Die 
hohe basale Aktivität ist bei APP695 und APPK624C identisch und durch Stimulation mit 
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22C11 kommt es zu einer 85%igen Reduktion der GTPase Aktivität in allen Proben. Da 
Cos7 Zellen im Wesentlichen keine G0 Proteine enthalten, sondern beispielsweise Gi2 
oder Gi3, sind Cos7 Zellen für derartige Versuche offenbar nicht geeignet. APP695 könnte 
bereits zu einem großen Teil als natürliches Dimer in der Zelle vorliegen und durch die 
künstliche konstitutive Dimerisierung kein zusätzlicher Effekt zustande kommen. In 
diesem Fall würde die Bindung von 22C11 hauptsächlich eine Signalübertragung in die 
Zelle und weniger eine Dimerisierung von APP bewirken. Eventuell ist der Effekt durch die 
Stimulation mit 22C11 gesättigt und eine vermehrte Dimerisierung hat keine erhöhte 
GTPase Aktivität zur Folge. Eine kürzere Inkubationszeit mit 22C11 könnte diese Frage 
eventuell beantworten. Schließlich besteht die Möglichkeit, dass die Dimerisierung von 
APP keine Funktion in der Signalübertragung über G0 Proteine besitzt. 
 
Auf längere Sicht wäre bei guter Transfektionseffizienz die Verwendung von Membranen 
aus kortikalen Neuronen anzustreben. Der GTPase Assay mit einer Membranpräparation 
aus neuronalen Zellen (SH-SY5Y Zellen) wurde zwischenzeitlich von Stefan 
Scheuermann durchgeführt (persönliche Mitteilung). Auch hier konnte kein zusätzlicher 
Effekt der konstitutiven Dimerisierung auf die GTPase Aktivität festgestellt werden. 
Vielleicht bewirkt die natürliche Dimerisierung von APP (Scheuermann et al., 2001) 
bereits eine Sättigung der Interaktion mit dem G0 Protein und es sind keine weiteren 
Auswirkungen zu erwarten. In diesem Fall wäre der Unterschied zum EGF-R, der als 
kovalentes Dimer in der Signalübertragung konstitutiv aktiv ist, dass APP als künstliches 
Dimer keine besondere Rolle in der Signalkaskade spielt. In diesem Fall wäre die 
Verwendung der APPK624C Mutante in Versuchen sinnvoll, bei denen die natürliche 
Dimerisierung von APP verhindert werden könnte. Dafür müssten die für die 
Dimerisierung relevanten Abschnitte in APP, die Aβ Region und die N-terminale Heparin 
Bindungsstelle (Rossjohn et al., 1999), eliminiert oder mutiert werden (vgl. Abschnitt 5.5.). 
 
 
5.4. Transgene Mäuse als AD Modellsysteme 
 
In transgenen Mäusen hat man die Funktion von APP und anderen Mitgliedern der 
Genfamilie untersucht. Es wurden transgene Mauslinien etabliert, denen das endogene 
APP fehlte. Diese sog. APP knock-out (APP0/0) Mäuse zeigten allerdings nur geringfügige 
lokomotorische Einschränkungen und eine leichte Gewichtsreduktion gegenüber 
Wildtypmäusen (Zheng et al., 1995). Aufgrund der starken Ähnlichkeit von APLP1 und 
APLP2 zu APP ist zu vermuten, dass APLP1 und APLP2 die fehlende Funktion von APP 
ausgleichen können (McNamara et al., 1998). Um die funktionellen Redundanzen der 
Mitglieder der APP Genfamilie zu untersuchen, wurden transgene Mäuse produziert, 
denen Kombinationen oder einzelne dieser Proteine fehlten (Heber et al., 2000). APLP10/0 
Mäuse zeigten als einzige Anomalie eine postnatale Kleinwüchsigkeit und APLP20/0 
Mäuse hatten keinen anormalen Phänotyp (von Koch et al., 1997). APLP20/0/APLP10/0 
Mäuse und APLP20/0/APP0/0 Mäuse starben innerhalb der ersten Woche nach der Geburt 
und APLP10/0/APP0/0 Mäuse zeigten weder einen auffälligen Phänotyp noch eine 
kompensatorische Steigerung der APLP2 Expression. Diese Befunde deuten auf eine 
essentielle Funktion von APLP2 hin, das seinerseits Aufgaben der beiden anderen 
Genfamilienmitglieder übernehmen kann und die fehlende Funktion von APP zumindest 
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teilweise kompensiert (von Koch et al., 1997). Da die Funktionen von APLP1 bzw. APLP2 
bislang nicht bekannt sind, konnte man keine Rückschlüsse auf die Funktion von APP 
ziehen. Die Daten zeigten lediglich, dass die von APP bewältigten Aufgaben für die 
APLP20/0 Mäuse essentiell sind (Heber et al., 2000). 
 
 
5.4.1. Das Tetrazyklin Transaktivator System 
 
Für die vorliegende Arbeit wurde zur Herstellung induzierbarer transgener Mäuse das Tet 
Transaktivator System benutzt. Das tTA System hat im Gegensatz zu anderen 
Expressionssystemen entscheidende Vorteile. Tetrazyklin (Tz) hat eine sehr große 
Affinität zu tetR und inhibiert die prokaryontische Translation bereits in geringen Mengen. 
Daher sind Operons, die für Resistenzgene gegen dieses Antibiotikum kodieren, dafür 
optimiert, winzige subinhibitorische Mengen von Tz zu registrieren (Übersicht in Hillen & 
Wissmann, 1989). Die Bindungskonstante zwischen Tz und dem Repressor (tetR) des Tz 
Resistenz Operons von E. coli liegt bei 10-9 M (Degenkolb et al., 1991) und tetR bindet an 
seinen Operator (tetO) mit hoher Spezifität (Kleinschmidt et al., 1988). Ein weiterer Vorteil 
von Tz ist, dass es in den eingesetzten Mengen nicht toxisch für Säugetierzellen ist und 
deren Wachstum oder Morphologie nicht beeinflusst (Gossen, 1993). Es wird von 
eukaryontischen Zellen schnell aufgenommen und penetriert leicht die Plazenta und die 
Blut-Hirn-Schranke (Hlavka & Boothe, 1985). In der Substanzklasse der Tetrazykline gibt 
es Vertreter mit einer noch höheren Affinität zu tetR und einer reduzierten antibiotischen 
Aktivität. Je nach Verwendungszweck könnte sich herausstellen, dass eine dieser 
Substanzen bessere Eigenschaften für den Versuch mitbringt (Degenkolb et al., 1991). 
 
Für den Versuchsaufbau war die Wahl des Promotors, unter dessen Kontrolle der tTA 
exprimiert werden sollte, entscheidend. Als neuronenspezifische Promotoren zur 
Expression von APP wurden bereits der Enolase Promotor (NSE, Mueke et al., 1994), der 
Synapsin I Promotor (Howland et al., 1995), der Maus APP Promotor (Greenberg et al., 
1996), der Platelet-derived growth factor b-chain Promotor (PDGF-B, Games et al., 1995), 
der Thy-1 Promotor (Moechars et al., 1996) und der Prion Protein Promotor (Hsiao et al., 
1995) benutzt. Der Thy-1 Promotor führt zwar eine Überexpression des Transgens herbei, 
er ist allerdings zwischen E14 und E17 nicht aktiv, was ihn für die Verwendung in 
Primärzellkulturen unbrauchbar macht. Geeigneter sind der PDGF-B Promotor, der ab 
E15 wirkt (Sasahara et al., 1991) oder der Prion Protein (PrP) Promotor. In der 
vorliegenden Arbeit wurde für die spezifische Expression des Transgens in Neuronen des 
ZNS der Prion Protein (PrP) Promotor eingesetzt (Scott et al., 1992; Hsiao et al., 1995; 
Manson et al., 1992; Fischer et al., 1996). Der Prion Protein (PrP) Promotor veranlasst die 
Expression ab Tag 13,5 der Embryonalentwicklung (Manson et al., 1992) und ab dem 
dritten Tag in Zellkultur (Scott et al., 1992). In adulten Mäusen wird das PrP Gen 
vornehmlich im Gehirn, mittelstark in Herz und Lunge und schwach in der Milz exprimiert. 
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5.4.2. Herstellung des Transgens zur Injektion in Oozyten 
 
Zunächst wurde der Vektor phgPrP einer Restriktionskartierung unterzogen um eine 
grobe Vektorkarte aufzustellen und die bekannten Sequenzen topologisch einzuordnen 












Abb. 5.4.1. Schematische Darstellung des halbgenomischen phgPrP Konstrukts 
(nach Fischer et al., 1996). Für die Herstellung des verwendeten Transgens wurde 
zunächst der Polylinker von pBS-SK zwischen die beiden KpnI Schnittstellen kloniert und 
an dieser Stelle später der ORF des tTA eingefügt. 
 
Für etwa die Hälfte des Vektors stehen die Sequenzdaten zur Verfügung. Die Sequenz 
des Klonierungsvektors pBS befindet sich zwischen den Schnittstellen für NotI und SalI 
und direkt anschließend in 5’-Richtung die halbgenomische Sequenz für das Prion Protein 
und seinen Promotor. Das offene Leseraster (ORF) für das PrP Gen befindet sich 
zwischen den Positionen 6700 und 7700. 
 
Es war von besonderem Interesse, welche Restriktionsendonukleasen phgPrP nicht 
schneiden und gleichzeitig im Polylinker von pBS-SK vorkommen. Es wurden die Enzyme 
SmaI, XmaI, EcoRV und ClaI als geeignet identifiziert. Da aus Erfahrung die meisten 
cDNAs in den üblichen Klonierungsvektoren sehr gut mit SmaI und ClaI weiterkloniert 
werden können, wurde der Polylinker von pBS-SK zur Erleichterung späterer 
Klonierungen zwischen die beiden Asp718 Schnittstellen von phgPrP kloniert. Damit 
wurden neben den vielen anderen Schnittstellen im Polylinker, die häufiger im phgPrP 
vorkommen, die genannten Schnittstellen eingeführt. In diesen Vektor wurde die 
kodierende Sequenz des tTA eingefügt und das Plasmid pPrP-tTA erhalten. 
 
 
5.4.3. Identifikation transgener Mäuse 
 
Die Injektionen von pPrP-tTA in den männlichen Pronukleus von Oozyten wurde von 
Mitarbeitern der Abteilung „Transgene Tiere“ des ZMBH durchgeführt. Nach etwa vier 
Wochen wurden die Schwanzenden von neugeborenen, potentiell transgenen Mäusen 
erhalten und die genomische DNA durch PCR auf das Vorhandensein des Transgens 
untersucht. Die Primer für die PCR waren so aufgebaut, dass sie entweder das Transgen 
flankierten (5’: olipp19; 3’: olipp20) oder ihre komplementäre Sequenzen etwa im ersten 
Drittel des Transgens lagen (sense: olipp27; antisense: olipp28, vgl. Tab. 4.3.2.). 
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Es wurden vier Mäuse identifiziert, bei denen alle erwarteten PCR Produkte erhalten 
wurden und die folglich das Transgen eingebaut hatten (vgl. Abschnitt 4.3.3.2.). Diese 
Mäuse waren sogenannte „Founder“ Mäuse, bei denen zu diesem Zeitpunkt nicht bekannt 
war, ob sie das Transgen stabil in ihre Keimbahn aufgenommen hatten. Daher wurden sie 
mit C75BL/6NCrlBR Inzuchtmäusen rückgekreuzt um in der folgenden Tochtergeneration 
diejenigen Mäuse zu identifizieren, die immer noch das Transgen trugen. In der 
Tochtergeneration wurden elf Mäuse positiv getestet (vgl. Abschnitt 4.3.3.3., Abb. 4.3.2., 
Tab. 4.3.2). Diese Mäuse hatten das Transgen in ihre Keimbahn integriert und waren 
heterozygot für tTA. Eine weitere Rückkreuzung wurde bereits durchgeführt, die 
Embryonen jedoch aufgrund des Platzmangels im Tierstall zunächst eingefroren. Daher 
wurden keine erneuten Rückkreuzungen mit C75BL/6NCrlBR Mäusen zur Reduktion des 
genetischen DBA/2NCrlBR Hintergrundes auf unter 5% unternommen. Um solche Mäuse 
zu identifizieren, die für spätere Versuche den tTA neuronenspezifisch exprimieren, war 
geplant, die Anwesenheit der tTA mRNA und des Transgens im Gehirn und anderen 
Geweben zu überprüfen. 
 
Für die Etablierung transgener Mäuse, die beliebige Gene neuronenspezifisch und 
induzierbar exprimieren, sind noch zusätzliche Schritte notwendig. In die homozygote tTA 
Mauslinie, die noch fertiggestellt werden muss, sollten transgene Mäuse eingekreuzt wer-
den, die verschiedene AD relevante Gene in einer bidirektionalen Transkriptionseinheit 
unter der Kontrolle des Promotors PhCMV exprimieren. Bei den dabei erhaltenen Mäusen 
würde in Abwesenheit des Effektors Tet (-Tet) der Transaktivator an den Promotor PhCMV 
binden und die Transkription aktivieren. Bei Anwesenheit des Effektors (+Tet) würde der 
Transaktivator vom Promotor PhCMV dissoziieren und die Transkription gestoppt. 
 
Diese Mäuse könnte man für Untersuchungen zur Funktion von APP verwenden. Da 
bisher APLP20/0/APLP10/0 Mäuse und APLP20/0/APP0/0 Mäuse innerhalb der ersten Woche 
nach der Geburt starben und die zugrundeliegenden pathologischen Mechanismen nicht 
charakterisiert wurden (von Koch et al., 1997), wäre eine gezielte An- bzw. Abschaltung 
beispielsweise von APLP2 in APP0/0 Mäusen zu verschiedenen Stadien der prä- und 
postnatalen Entwicklung denkbar. Weiterhin könnten diese Mäuse zur Herstellung 





5.5.1. Untersuchung des APP Transportes in polarisierten Zellen 
 
Die Verwendung des SFV Expressionssystems zur Untersuchung des Transports in 
hippokampalen Neuronen in Kombination mit der nachfolgenden immunzytochemischen 
Bestimmung der Verteilung von APP erwies sich als problematisch. Es wurden teilweise 
zu den Vorarbeiten widersprüchliche Ergebnisse erhalten und die Bestimmung der 
intrazellulären Verteilung der Sortierungsmutanten zu klar definierten Membrandomänen 
war schwierig. Daher wurden Alternativmethoden getestet, die diese Methode erleichtern 
und gegebenenfalls ersetzen sollten. 
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Am erfolgversprechendsten scheint die Transfektionsmethode durch Kalziumphosphat 
nach Köhrmann et al. (1999), mit der eine einfache, schnelle und ausreichend hohe 
Transfektion erzielt werden kann. Die Verwendung der APP-GFP Mutanten für 
Transportstudien sollte im Hinblick auf reelle Ergebnisse zurückgestellt werden. In der 
Zwischenzeit wurde eine APP Mutante hergestellt, die am C-Terminus einen sogenannten 
„z-tag“ trägt. Der z-tag repräsentiert den Bereich aus dem bakteriellen Protein A, der für 
die Erkennung und Bindung der konstanten Kette von Immunglobulinen zuständig ist. 
Damit wäre bei immunzytochemischen Versuchen der direkte Nachweis des Fusions-
proteins mit einem beliebigen Sekundärantikörper möglich. Allerdings sollten zunächst 
bekannte zellbiologische, biochemische und eventuell funktionelle Aspekte von APP in 
Verbindung mit der Fusion überprüft werden, um ungewollte Effekte auszuschließen. 
 
Alternativ zur aufwendigen Zellkultur hippokampaler Neuronen und im Hinblick auf ihre 
Empfindlichkeit bei Manipulationen und Veränderungen der Kulturbedingungen, wäre die 
Benutzung neuraler Vorläuferzellen (NSC, neural stem cells; Brannen & Sugaya, 2000) in 
Erwägung zu ziehen. Dieses Zellkultur System wird zur Zeit von Peter Soba in der 
Arbeitsgruppe etabliert. NSC werden aus dem Gehirn von Mäuseembryonen am Tag E14 
der Embryonalentwicklung oder aus 22 Wochen alten menschlichen Föten gewonnen. Sie 
bilden eine Primärzellkultur und wachsen in Suspension in einem mit EGF und FGF 
supplementierten Medium als Neurosphären. Nach Zugabe von NT3/BDNF kommt es zur 
Ausdifferenzierung der Zellen zu Gliazellen und Neuronen, die sich am Boden anheften 
und eine typische neuronale Morphologie ausbilden. Die Expression mit pCEP oder 
pcDNA3 ist nach einfacher Transfektion möglich (Brannen & Sugaya, 2000). 
 
 
5.5.2. Charakterisierung des Transportsignals in der Aβ Domäne 
 
Nach der Etablierung eines geeigneten Untersuchungssystems für den Transport von 
APP und zur abschließenden Beurteilung, ob das axonale Sortierungssignal in der Aβ 
Domäne im Grunde ein Dimerisierungssignal ist und damit nur indirekt als Transportsignal 
wirkt, wären verschiedene Versuche für die Charakterisierung der Signale in APP und der 
Sortierungsmaschinerie der Zelle denkbar. Dabei hat die Analyse des Sortierungssignals 
in der Aβ Region aufgrund der generellen Bedeutung dieser Region für die AD Pathologie 
Vorrang. 
 
Es sollte überprüft werden, ob der signalverstärkende Effekt der zusätzlichen 12 AS im N-
terminalen Bereich vor der Aβ Domäne in SPC111 spezifisch ist oder ob sich nicht 
verwandte Sequenzen ähnlich auf die Ausbildung des Sortierungssignals und den 
Transport von APP auswirken. Man könnte die Anwesenheit dieses Signals in einer 
heterologen Umgebung überprüfen. In APLP1 und APLP2 gibt es zwar einen der Aβ 
Domäne entsprechenden Bereich (Exon 16 bei APP, Exons 15 bei APLP1 und APLP2), 
es besteht jedoch keinerlei Ähnlichkeit zur Aβ Sequenz. Da APLP1 in kortikalen Neuronen 
im Gegensatz zum APP im postsynaptischen Bereich nachgewiesen werden kann (Kim et 
al., 1995; Lyckman et al., 1998) und APLP2, wie auch APP, durch axonalen Transport in 
reife präsynaptische Enden gelangt (Lyckman et al., 1998), wäre ein wechselseitiger 
Austausch der Aβ Domäne bei diesen Mitgliedern der APP Genfamilie denkbar. Zu 
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diesem Zweck wurden bereits APP/APLP2 Chimären hergestellt, bei denen die Exons 13-
16 bzw. 15-16 von APP mit den homologen Exons aus APLP2 ausgetauscht wurden. 
Exon 16 von APP kodiert für die Aβ Domäne. Entsprechende Chimären für APP und 
APLP1 müssen noch produziert werden. Falls die Aβ Region ein hinreichendes axonales 
Sortierungssignal darstellt, ist zu erwarten, dass die APLP1 Chimäre mit der Aβ Region 
von APP zur axonalen Membran transportiert wird. Bei dieser Mutante sollte außerdem 
eine Dimerisierung beobachtet werden. Entsprechend wäre für APP mit Exon 15 aus 
APLP1 eine somatodendritische Sortierung und keine Dimerisierung zu erwarten. Solche 
Versuche könnten durch die Verwendung chemischer Vernetzer oder mit Hilfe der 
Gelpermeationschromatografie komplementiert werden. 
 
Weitere Versuche mit den existierenden oder anderen APP Sortierungsmutanten wären 
denkbar. Vor allem könnte man AD relevante Proteine, wie beispielsweise APP FAD 
Mutanten, PS1 oder PS2, aber auch andere Vertreter der APP Genfamilie, wie etwa 
APLP1 und APLP2 neben der Dimerisierungsmutante in die Untersuchungen integrieren. 
Damit könnten Versuche gemacht werden, die neben dem Transport auch Aspekte der 
Prozessierung von APP betreffen. Besonders in Kombination mit der Verwendung von 
primären Zellen aus transgenen Mäusen wären Doppel- und Dreifachexpressionen 
vorstellbar, die zudem eine Verbindung zur Funktion von APP oder sogar den 
pathologischen Prozessen in der Zelle herstellen könnten. 
 
 
5.5.3. Effekt der Preseniline auf die APP Dimerisierung 
 
PS1 könnte eine Funktion beim Protein- und Membrantransport in der Zelle haben 
(Naruse et al., 1998). Ein zu PS1 homologes Protein aus Caenorrhabditis elegans (spe-4) 
ist wichtig für die Bildung und Stabilität einer vom Golgi abgeleiteten Organelle, die im 
reifendenden Spermatozyten eine Schlüsselrolle bei der Verteilung von Proteinen und 
Lipidkomponenten der Zellmembran hat (L’Hernault & Arduengo, 1992). Es existiert sehr 
wenig intaktes Protein (Holoprotein) in der Zelle, da durch Proteolyse ein N- und ein C-
terminales Fragment mit einer ungefähren Größe von 35 bzw. 20 kDa freigesetzt wird 
(Thinakaran et al., 1996; Podlisny et al., 1997). Die beiden Fragmente heterodimerisieren 
und sind Bestandteil eines rER- und Golgi-residenten Proteinkomplexes mit etwa 250 kDa 
(Beher et al., 1999; Thinakaran et al., 1998; Capell et al., 1998). Die Inkorporation in die 
hochmolekularen Proteinkomplexe ist offenbar eine Voraussetzung für die Prozessierung 
von APP (Tornita et al., 1998). Mutierte Formen von PS1 verursachen in transgenen 
Mäusen eine Erhöhung an Aβ42. (Davis et al., 1998; Qian et al., 1998). Außerdem hat das 
Fehlen jeglicher PS1 Expression eine fehlerhafte APP Prozessierung zur Folge 
(DeStrooper et al., 1998; Xia et al., 1998). Der γ-Sekretaseschnitt wird verhindert und in 
den Membranen von ER, Golgi Apparat und Lysosomen akkumulieren die Fragmente 
A4CT und p3CT. In PS0/0 Mäusen fehlt der β-Sekretaseschnitt. 
 
Die Prozessierung von APP wird von den Presenilinen beeinflusst. Da die Dimerisierung 
offenbar eine Voraussetzung für die Aβ Produktion ist und die Preseniline hauptsächlich in 
den Kompartimenten vorliegen (ER und Kernmembran; DeStrooper et al., 1997) in denen 
die Dimerisierung von APP stattfindet, könnten die Preseniline einen Effekt auf die 
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Dimerisierung haben. Die Ko-Immunpräzipitation von APP und Presenilinen im Zelllysat 
lassen auf eine direkte Wechselwirkung der beiden Proteine schließen (Weidemann et al., 
1997). Eventuell dienen sie als eine Art Rezeptor oder als Qualitätskontrolle für die 
Dimerisierung von APP und ermöglichen dessen Export aus dem rER. 
 
 
5.5.4. Zusammenfassende Bewertung der Daten 
 
Bei Betrachtung der Daten aus den Transportstudien und Einbeziehung der Ergebnisse 
mit den APP-GFP Fusionsproteinen und APP Dimeren wird folgendes Modell für den 
Transport und die Prozessierung von APP vorgeschlagen. Eine eingeschränkte 
Dimerisierung von APP verhindert den Export aus dem rER und es kommt zu einer 
Verringerung der Aβ Produktion. Umgekehrt bewirkt eine gesteigerte Dimerisierung von 
APP einen raschen Transport aus dem rER und eine erhöhte Aβ Produktion. Eventuell 
sind die von Tienari et al. identifizierten axonalen Sortierungssignale in der Aβ- und N-
Glykosylierungsdomäne im Grunde Dimerisierungssignale. Sowohl die APP∆8aa als auch 
die APPK612V Mutation stören das Signal in der Aβ Region. Bei der Fusion mit GFP wird 
die Dimerisierung von APP aus eventuell sterischen Gründen verhindert. Es wurden 
Hinweise erhalten, dass dem pathologischen Effekt der APP FAD Mutationen eine 
verstärkte Dimerisierung von APP zugrunde liegen könnte. Inwiefern der Einfluss der 
Mutationen auf die β-Sekretase und γ-Sekretase in dieses Modell integriert werden 
könnten, bleibt zu untersuchen. APP könnte als Dimer ein besseres Substrat für die 
beiden genannten Sekretasen bzw. ein schlechteres Substrat für die α-Sekretase 
darstellen. Außerdem könnte der Effekt indirekt auf dem veränderten 
Dimerisierungsverhalten und einer eventuellen Beeinflussung des APP Transports 
beruhen. Preseniline könnten in diesem Prozess eine Rolle wichtige Rolle spielen. Sie 
könnten als Dimerisierungsrezeptoren oder Kontrollproteine für die Qualität von APP 
wirken oder bei der Dimerisierung helfen und dadurch den Export von APP aus dem rER 
regulieren. 
 
Wahrscheinlich ist, dass die erhöhte Dimerisierung einen schnelleren Transport zu den 
proteolytisch relevanten Kompartimenten in der Zelle zur Folge hat. Daher wäre die 
Herstellung von weiteren APP Mutanten, die nicht mehr dimerisieren können, ein 
sinnvoller Schritt zur Untersuchung dieser Hypothese. Zu diesem Zweck wird momentan 
eine Deletionsmutante von APP vorbereitet, der die Heparin bindende Domäne fehlt 
(Stefan Scheuermann, persönliche Mitteilung; Rossjohn et al., 1999). Außerdem wäre die 
Untersuchung einer APP Form, die gleichzeitig die beiden Mutationen APPK624C und 
APPK612V trägt, sicherlich interessant für die Charakterisierung der Funktion der 
Dimerisierung beim Transport und bei der Prozessierung von APP. Falls die APPK612V 
Mutation in der Lage ist, die Dimerisierung der APPK624C Mutante zu verhindern, wäre die 
Expression in transgenen Drosophila Fliegen sinnvoll (vgl. Abschnitt 5.3.4.). Außerdem 
wäre eine Gentherapie für die AD denkbar, indem man diese Mutation in APP einfügt. 




6.1. Chemikalien und Reagenzien 
 
6.1.1. Allgemeine Chemikalien 
 
2-Mercaptoethanol Sigma (Deisenhofen) 
40% (19:1) Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung National Diagnostics (Hull, UK) 
Agarose (Ultrapure) Life Technologies (Eggenstein) 
Ammoniumperoxodisulfat Merck (Darmstadt) 
Ampicillin Biomol (Ilvesheim) 
Borsäure Merck (Darmstadt) 
Bromphenolblau Sigma (Deisenhofen) 
Chloroform Roth (Karlsruhe) 
DEPC Sigma (Deisenhofen) 
EDTA Merck (Darmstadt) 
Ethanol Merck (Darmstadt) 
Fischgelatine Sigma (Deisenhofen) 
Glukose Merck (Darmstadt) 
Glyzerin Roth (Karlsruhe) 
GTP Pharmacia (Freiburg) 
Isopropanol Merck (Darmstadt) 
Magermilchpulver Merck (Darmstadt) 
Methanol Merck (Darmstadt) 
MOPS Sigma (Deisenhofen) 
Mowiol Sigma (Deisenhofen) 
Natriumtetraborat (Borax) Sigma (Deisenhofen) 
Nonidet P40 Fluka (Neu-Ulm) 
Paraformaldehyd Sigma (Deisenhofen) 
PMSF Sigma (Deisenhofen) 
Poly-L-Lysin Hydrobromid (MW 30000-70000) Sigma (Deisenhofen) 
Polyvinylalkohol (MW 10000) Sigma (Deisenhofen) 
Saponin Sigma (Deisenhofen) 
SequagelTM XR Sequenzgel Monomerlösung National Diagnostics (Hull, UK) 
Sequagel complete Sequenzgel Pufferlösung National Diagnostics (Hull, UK) 
TEMED Sigma (Deisenhofen) 
Tris Base Sigma (Deisenhofen) 
Triton X-100 Merck (Darmstadt) 





Redivue L-[35S]-Methionin, > 1 kCi/mmol Amersham Buchler (Braunschweig) 
Redivue [35S]-ATP, > 1 kCi/mmol Amersham Buchler (Braunschweig) 
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6.1.3. Molekularbiologische Reagenzien 
 
Cap-Analog Pharmacia (Freiburg) 
Complete Protease Inhibitor Roche (Mannheim) 
fmolTM DNA Sequencing Kit Promega (Mannheim) 
Klenow DNA Polymerase Promega (Mannheim) 
NucleoSpin C+T Kit Macherey&Nagel (Düren) 
Pfu DNA Polymerase Stratagene (Heidelberg) 
Plasmid DNA Maxi Kit Qiagen (Düsseldorf) 
Protease Inhibitoren Sigma (Deisenhofen) 
QuikChange Mutagenesis Kit Stratagene (Heidelberg) 
Restriktionsendonukleasen NE Biolabs (Schwalbach) 
 Promega (Mannheim) 
 Roche (Mannheim) 
 Life Technologies (Eggenstein) 
 Stratagene (Heidelberg) 
RNase Inhibitor Promega (Mannheim) 
Shrimp Alkaline Phosphatase, SAP USB (Amersham, USA) 
SP6 Cap Scribe Kit Roche (Mannheim) 
SURE CloneTM Ligation Kit Pharmacia Biotech (USA) 
T4 DNA Ligase Life Technologies (Eggenstein) 
T4 Polynukleotidkinase Promega (Mannheim) 
T7 Sequencing Kit Pharmacia (Freiburg) 
Taq DNA Polymerase Life Technologies (Eggenstein) 
 
 
6.1.4. Reagenzien für die Zellkultur 
 
6.1.4.1. Reagenzien für die Bakterienkultur 
 
Bacto-Agar Difco Laboratories (Detroit, USA) 
Bacto-Hefe Extrakt Difco Laboratories (Detroit, USA) 
Bacto-Trypton Difco Laboratories (Detroit, USA) 
 
 
6.1.4.2. Reagenzien für die eukaryontische Zellkultur 
 
Arabinose-C Calbiochem (Hamburg) 
B27-Supplement, 50x Stock Life Technologies (Eggenstein) 
DMEM Life Technologies (Eggenstein) 
DMSO Sigma (Deisenhofen) 
F12 Medium Life Technologies (Eggenstein) 
FCS Sigma (Deisenhofen) 
GMEM Life Technologies (Eggenstein) 
Hygromycin B Roche (Mannheim) 
Insulin Sigma (Deisenhofen) 
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L-Glutamin (200 mM) Sigma (Deisenhofen) 
Lipofectamin Life Technologies (Eggenstein) 
Lipofectamin plus Life Technologies (Eggenstein) 
MEM Aminosäuren Life Technologies (Eggenstein) 
MEM methionin-freies Medium Life Technologies (Eggenstein) 
MEM nichtessentielle Aminosäuren (100x) Life Technologies (Eggenstein) 
Natriumpyruvat Sigma (Deisenhofen) 
Neomycin Roche (Mannheim) 
Opti-MEM Life Technologies (Eggenstein) 
Ovalbumin Sigma (Deisenhofen) 
Penicillin/Streptomycin Life Technologies (Eggenstein) 
Pferdeserum Life Technologies (Eggenstein) 
Progesteron Sigma (Deisenhofen) 
Putrescin Sigma (Deisenhofen) 
Selendioxid Sigma (Deisenhofen) 
Transferrin, human Sigma (Deisenhofen) 
Trypsin EDTA Lösung Sigma (Deisenhofen) 
Ziege Normalserum Dianova Immunotech (Hamburg) 
 
 




DH5α F-, endA1, hsdR17, (rk-, mk+) supE44, thi-1, recA1, gyrA96, 
σ80dlacZ, M15 (ZMBH, Heidelberg) 
 
Epicurian Coli SURE® 
Super Competent Cells 
 
 
e14-, (McrA-), ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)171, endA1, supE44, 
thi-1, gyrA96, relA1, lac, recB, recJ, sbcC, umuC::Tn5, 
(Kanr), uvrC[F’, pro, AB, laclqZ, ∆(M15, Tu10), (Tetr), Amy, 
Camr]a (Stratagene, Heidelberg) 
 




F-, mcrB, mrr, hsdS20 (rB-, mB-), recA13, supE44, ara14, 
galK2, lacY1, proA2, rpsL20 (Smr), xyl5, λ-, leu, mtl1 (Life 
Technologies, Eggenstein) 
 
6.2.2. Eukaryontische Zelllinien 
 
BHK Nierenzellen vom Hamster 
Cos7 Nieren Epithel Zelllinie vom afrikanischen grünen Affen (Gluzman, 1981) 
SH-SY5Y Neuroblastom Zelllinie vom Menschen (Ross et al., 1983) 
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6.2.3. Versuchstiere (Charles River Laboratories, Sulzfeld) 
 
Auszuchtratte SPRD®-Sprague-Dawley Crl:CD 











22C11 Maus anti human-APP-Antikörper (Weidemann et al., 1989), gerichtet 
gegen den von Exons 2 und 3 kodierten N-Terminus (Hilbich et al., 1993) 
αGFP GFP-Antikörper aus Maus (Clontech, Heidelberg) 
αMAP2 Antikörper aus Maus, gerichtet gegen MAP2 (microtubule-associated 
protein 2; Roche, Mannheim) 
αTau-1 Antikörper aus Maus, gerichtet gegen Tau (AG Brandt, Heidelberg) 
G2-10 Aβ-Antikörper aus Maus, gerichtet gegen den freien C-Terminus von 
Aβ40, hergestellt mit synthetischem Peptid Aβ33-40 (Ida et al., 1996) 
G2-11 Aβ-Antikörper aus Maus, gerichtet gegen den freien C-Terminus von 
Aβ42, hergestellt mit synthetischem Peptid Aβ35-42 (Ida et al., 1996) 
W0-2 Antikörper aus Maus, gerichtet gegen den N-Terminus von Aβ und A4CT, 





GoatαMouse gekoppelt an HRP, gerichtet gegen die Fc-Region der Immunglobuline, 
Antikörper für die ECL (Dianova-Immunotech, Hamburg) 
GoatαMouse gekoppelt an LRSC, IgG F(ab)2-Fragment, Antikörper für die 
Immunfluoreszenz (Dianova-Immunotech, Hamburg) 
GoatαRabbit gekoppelt an Cy2, IgG F(ab)2-Fragment, Antikörper für die 
Immunfluoreszenz (Dianova-Immunotech, Hamburg) 
GoatαRabbit gekoppelt an LRSC, IgG F(ab)2-Fragment, Antikörper für die 
Immunfluoreszenz (Dianova-Immunotech, Hamburg) 
 
 
6.3.2. polyklonale Antikörper/Antiseren 
 
A14 Antiserum aus Kaninchen gegen das myc-Epitop (Santa Cruz, Heidelberg) 
pAK 40090 Antiserum aus Kani1nchen gegen APP18-350 (Dr. Lars Hesse) 
pAK 86090 Antiserum aus Kaninchen gegen APP (Amersham, Braunschweig) 
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6.4. Proteinmarker (Amersham, Braunschweig) 
 
[14C]-Größenmarker, broad range: Die Markerbanden entsprachen 2500, 3500, 
6500, 14300, 30000, 45000, 66000, 97000 und 
220000 Da. 
 
Rainbow marker, low range: Die Markerbanden entsprachen 2500, 3500, 
6500, 14300, 20100, 30000 und 45000 Da. 
 
Rainbow marker, high range: Die Markerbanden entsprachen 14300, 20100, 







1 kb DNA Leiter: Die Markerbanden entsprachen 75, 134, 154, 201, 220, 298, 344, 
396, (506,512), 1018, 1636, 2036, 3054, 4072, 5090, 6108, 7126, 
8144, 9162, 10180, 11198 und 12216 Basenpaaren (Life 
Technologies, Eggenstein). 
RNA Marker: Die Markerbanden entsprachen 240, 1400, 2400, 4400, 7500 und 





Die Oligonukleotidprimer wurden von der Syntheseeinheit des ZMBH zur Verfügung 


























olipp19 CAGAACTGAACCATTTCAACCGAGC (Peter Prior) 
olipp20 GCCCCTGCCACATGCTTGAGGTTGG (Peter Prior) 
olipp27 GCCTTTTTATGCCAACAAGG (Peter Prior) 












T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG (Stratagene, Heidelberg) 





Die wichtigsten Ausgangsplasmide und Vektorkarten sind aufgeführt (relevante 
Schnittstellen sind jeweils mit einem Punkt markiert). 
 
pBS-APP695n-myc Dr. Pentti Tienari (ZMBH, Heidelberg) 
pBS-SK Dr. Andreas Weidemann (ZMBH, Heidelberg) 
pCEP4 Dr. Andreas Weidemann (ZMBH, Heidelberg) 
pEF-BOS Dr. Andreas Weidemann (Mizushima & Nagata, 1990) 
pEGFP-C1 Clontech (Heidelberg) 
pEGFP-N1 Dr. Christoph Kaether, Dr. Hans Hermann Gerdes (Institut 
für Neurobiologie, Universität Heidelberg) 
phgPrP Dr. Marek Fischer, Dr. Charles Weissmann (Zürich) 
pSFV3 Dr. Pentti Tienari (ZMBH, Heidelberg) 
pSFV-APP695c-myc Dr. Pentti Tienari (ZMBH, Heidelberg) 
pSFV-APP695n-myc Dr. Pentti Tienari (ZMBH, Heidelberg) 
pSP65-APP695 Dr. Pentti Tienari (ZMBH, Heidelberg) 
pTet-UHD Prof. Dr. Hermann Bujard (ZMBH, Heidelberg) 




1  Pvu II  •
12  Hin dIII
22  Not I •
29  Sci I
29  Xho I •
34  Sfi I
47  Bam HI
442  Age I
522  Eco 47III
1062  Eco RV
1519  Bae I
2611  Bfr BI
2611  Nsi I
2611  Ppu 10I
2721  Sph I
2793  Sex AI
3003  Bpl I
3233  Bbv CI
3434  Sgr AI
4909  Avr II
5196  Stu I
Eco NI  5265
Bst EII   5274
Cla I  5342
Xmn I  5761
Bcg I  5838
Bbe I  7453
Kas I  7453
Nar I  7453
Sfo I  7453
Nru I  7686
Bst BI  7852
Psh AI  8022
Sgf I  8359
Rsr II   8406
Bsr GI  9748
Sna BI  10143
Acc 65I  10406
Asp 718  10406




276  Eco RV
513  Bsi WI
1106  Bcl I
1425  Bpl I
1636  Ssi I
1799  Ecl 136II
1799  Sac I
2024  Rsr II
4916  Bsu 36I
5304  Sci I
5304  Xho I
5372  Age I
Not I  6135
Xba I  6638
Bgl II   6713
Bam HI  7423
• Sma I  7427
Xma I  7427
Spe I  8266
Sap I  8324
Pvu I  9707
Xmn I  9935




266  Bsp LU11I
388  Sap I
669  Bst XI
672  Mlu 113I
672  Sac II
680  Not I
681  Eag I
688  Xba I
694  Spe I
706  Sma I •
706  Xma I
711  Bsm BI
796  Nru I •
1017  Bsp MI
1500  Bbs I
1672  Xcm I
2076  Pml I •
2334  Aat II  •
2474  Bsm I
2570  Sex AI
2571  Pfl MI
2605  Bgl II  •
2631  Eco RI •Nde I  3299
• Cla I  3313
Sal I  3322
Eco O109I  3336
Pss I  3336
Apa I  3337
Bsp 120I  3337
Nae I  3671
Ngo MIV  3671
Psi I  3902
Sca I  4439




113  Nru I
174  Acc 65I
174  Asp 718
174  Kpn I •
953  Xcm I
1027  Sci I
1027  Xho I
1357  Pml I •
1615  Aat II  •
1755  Bsm I
1851  Sex AI
1852  Pfl MI
1886  Bgl II
2475  Spe I
2576  Nde I
2590  Cla I •
2657  Bcl I
2665  Bfr BI
2665  Nsi I
2665  Ppu 10I
2787  Bae I
Xba I  3082
Sal I  3088
Sap I  3339
Bsp LU11I  3462
Ahd I  4350
Pvu I  4722
Sca I  4833
Ssp I  5157
• Aat II   5273
Eco NI  5552
Sph I  5617
Eco 47III   5685
Sgr AI  5768
Nae I  5778
Ngo MIV  5778
Ace II   5811




266  Afl III
266  Bsp LU11I
266  Nsp I
388  Sap I
664  Ecl 136II  •
664  Sac I
669  Bst XI
672  Bst DSI
672  Mlu 113I
672  Sac II
680  Not I
681  Eag I
688  Xba I •
694  Spe I •
700  Bam HI •
706  Sma I •
706  Xma I
712  Pst I
718  Eco RI
724  Eco RV
730  Hin dIII
736  Cla I
745  Acc I
745  Hin cII
745  Sal I •
751  Sci I
751  Xho I
759  Eco O109I
759  Pss I
760  Apa I
760  Bsp 120I
766  Acc 65I
766  Asp 718
766  Kpn I
1094  Nae I
1094  Ngo MIV
1197  Bsa AI
1197  Dra III
1325  Psi I
Xmn I  1741
Bsa HI  1804
Bcg I  1818
Sca I  1862
Tat I  1862
Bsa I  2273
Ahd I  2340




580  Msc I
619  Rle AI
818  Pme I
5352  Bsp EI
5396  Bsm BI
5537  Bsp MI
6209  Bpu 10I
6510  Spe I
6558  Bst Z17I
6566  Sex AI
6668  Sse 8647I
7143  Nde I
• Asp 718  7796
• Sma I  7800
Xma I  7800
Hpa I  7805
• Cla I  8130
• Asp 718  8136
Apa BI  8193
Bst API  8193
Tth 111I  8389
Xcm I  8741
Bbe I  8896
Kas I  8896
Nar I  8896
Sfo I  8896
Pml I  8942
Bgl II   9093
Ace II   9345
Nhe I  9345
• Sal I  11887
Sci I  11893
Xho I  11893
Sna BI  11910
Nae I  12240
Ngo MIV  12240
Dra III   12343
Bcg I  12964
Bst XI  14782
Mlu 113I  14785
Sac II   14785
• Not I  14793











276  Eco RV
513  Bsi WI
1636  Ssi I
2024  Rsr II
4916  Bsu 36I
5372  Age I
6135  Not I
6638  Xba I• Nru I  7517
Bsm I  9195
Nde I  10020
• Cla I  10034
Bfr BI  10109
Nsi I  10109
Ppu 10I  10109
• Spe I  11354
Sap I  11412
Pvu I  12795




167  Apa LI
481  Afl III
481  Bsp LU11I
545  Ase I
772  Nde I
877  Sna BI
1130  Ace II
1130  Nhe I
1133  Eco 47III
1148  Bgl II
1152  Sci I
1152  Xho I
1155  Ecl 136II
1155  Sac I
1161  Hin dIII
1168  Eco RI
1173  Pst I
1178  Acc I
1178  Sal I
1184  Acc 65I
1184  Asp 718
1184  Kpn I •
1188  Mlu 113I
1188  Sac II
1192  Apa I
1192  Bsp 120I
1195  Sma I
1195  Xma I
1199  Bam HI
1205  Age I
1319  Bcg I
1927  Bsr GI
1939  Not I
1950  Xba I
2008  Rle AI
2046  Mfe I
2057  Hpa I
2178  Afl II
Dra III   2407
Sex AI  2885
Sfi I  3064
Stu I  3115
Cla I  3135
Bbe I  3295
Kas I  3295
Nar I  3295
Sfo I  3295
Msc I  3376
Fsp I  3396
Tth 111I  3411
Bsr DI  3522
Rsr II   3811
Bsa I  4291
Eco O109I  4393




4  Bse RI
47  Bsr GI
103  Spe I
731  Bbs I
766  Eco RI
777  Xba I
978  Eco NI
1159  Bfr BI
1159  Nsi I
1159  Ppu 10I
1161  Apa BI
1161  Bst API
1176  Eco 47III
1315  Bsg I
1410  Bsi WI
1538  Sal I
1553  Psh AI
1664  Sma I •
1664  Xma I
1791  Bam HI
1904  Psi I
1924  Hpa I
1935  Mfe I
2074  Ppu MI
2149  Sex AI
2164  Bst EII
2249  Hin dIII
2986  Alw NI
3449  Cla I •
3463  Ahd I
3535  Bsa I
Pvu I  3835
Sca I  3946
Bcg I  3984
Xmn I  4063
Ssp I  4270
Bgl II   4481
Eag I  4551
Pst I  4694
Msc I  4725
Tth 111I  4760
Rsr II   5160
Bpl I  5310




42  Nde I
147  Sna BI
400  Ace II
400  Nhe I
403  Eco 47III
409  Age I
523  Bcg I
1131  Bsr GI
1139  Bsp EI
1148  Bgl II
1152  Sci I
1152  Xho I
1155  Ecl 136II
1155  Sac I
1161  Hin dIII
1168  Eco RI
1173  Pst I •
1178  Acc I
1178  Sal I
1184  Acc 65I
1184  Asp 718
1184  Kpn I
1188  Mlu 113I
1188  Sac II
1192  Apa I
1192  Bsp 120I
1195  Sma I
1195  Xma I
1199  Bam HI
1211  Xba I
1221  Bcl I
1276  Rle AI
1314  Mfe I
1325  Hpa I
1450  Mlu I
1675  Dra III
2153  Sex AI
2332  Sfi I
Stu I  2383
Cla I  2403
Eag I  2470
Bbe I  2563
Kas I  2563
Nar I  2563
Sfo I  2563
Msc I  2644
Fsp I  2664
Tth 111I  2679
Bsr DI  2790
Rsr II   3079
Bsa I  3559
Eco O109I  3661
Pss I  3661
Apa LI  4168
Bsp LU11I  4482












7.1.1.1. Herstellung kompetenter Bakterien 
 
• 2YT Medium: 16 g Bacto-Trypton, 10 g Bacto-Hefe Extrakt und 5 g NaCl wurden in 
ddH2O gelöst und der pH-Wert mit NaOH auf 7,0 eingestellt. Es wurde mit ddH2O auf 
ein Gesamtvolumen von 1 l aufgefüllt und autoklaviert. 
• 2YT Agarplatten: 1 l 2YT Medium und 15 g Bacto-Agar wurden gemischt und 
autoklaviert, auf 50°C abgekühlt und bei Bedarf 100 µg/ml Ampicillin oder 25 µg/ml 
Kanamycin zugefügt. Die Lösung wurde in sterile 100 mm Kulturschalen gegossen 
und diese nach dem Abkühlen bei 4°C gelagert. 
• SOB Medium: 10 g Bacto-Trypton, 2,5 g Bacto-Hefe Extrakt, 0,25 g NaCl und 1,25 ml 
1 M KCl wurden in ddH2O gelöst und der pH-Wert mit NaOH auf 7,0 eingestellt. Es 
wurde mit ddH2O auf ein Gesamtvolumen von 0,5 l aufgefüllt und autoklaviert. 
• RF I: 100 mM RbCl2, 50 mM MnCl2x4H2O, 30 mM KAc, 10 mM CaCl2x2H2O, 15% 
(w/v) Glyzerin. Der pH-Wert wurde mit 0,2 M Essigsäure auf 5,8 eingestellt und der 
Puffer anschließend durch einen Filter mit der Porengröße 0,22 µm (Steritop, 
Millipore) steril filtriert. Vor Gebrauch wurde der Puffer auf 4°C gekühlt. 
• RF II: 10 mM MOPS Puffer, 10 mM RbCl2, 75 mM CaCl2x2H2O, 15% (w/v) Glyzerin. 
Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 6,8 eingestellt und der Puffer anschließend durch 
einen Filter mit der Porengröße 0,22 µm (Steritop, Millipore) steril filtriert. Vor 
Gebrauch wurde der Puffer auf 4°C gekühlt. 
• 10x MOPS Puffer: 200 mM MOPS, 50 mM NaAc, 10 mM EDTA. Der Puffer wurde 
durch einen Filter mit der Porengröße 0,22 µm (Steritop, Millipore) steril filtriert und bei 
4°C im Dunkeln aufbewahrt. 
 
Um Bakterien für die Aufnahme von DNA vorzubereiten wurden sie mit Rubidiumchlorid 
behandelt. Alle Utensilien waren auf 4°C vorgekühlt. 
 
Von einer bei -80°C eingefrorenen Bakteriensuspension wurden mit einer sterilen 
Plastikimpföse Bakterien abgeschabt und auf einer 2YT Agarplatte ausgestrichen. Die 
Platte wurde anschließend ÜN bei 37°C inkubiert. Eine Bakterienkolonie wurde mit einer 
sterilen Plastikimpföse in 2 ml SOB Medium überführt und ÜN bei 37°C unter Schütteln 
inkubiert. Etwa 1,5 ml dieser Kultur wurden zu 50 ml SOB Medium gegeben und bei 37°C 
geschüttelt. Das Wachstum der Bakterienkultur wurde durch Messung der optischen 
Dichte bei 600 nm (OD600) kontrolliert und so lange fortgeführt, bis eine OD600 von ca. 0,45 
erreicht war. Die folgenden Schritte fanden bei 4°C statt. Die Zellsuspension wurde in ein 
50 ml Plastikzentrifugenröhrchen überführt und 15 min inkubiert. Die Bakterien wurden 
durch Zentrifugation für 5 min bei 3000 rpm in einer Heraeus-Zentrifuge sedimentiert. Der 
Überstand wurde verworfen, die Zellen in 17 ml eiskaltem RF I Puffer resuspendiert und 
30 min inkubiert. Anschließend wurde für 5 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Die pelletierten 
Zellen wurden in 4 ml eiskaltem RF II Puffer resuspendiert und 15 min inkubiert. Danach 
wurden 200 µl dieser Bakteriensuspension in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt, in 
flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. 
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7.1.1.2. Transformation kompetenter Bakterien 
 
• 2YT Agarplatten: siehe unter 7.1.1.1. 
• SOC Medium: Zu 1 ml SOB Medium wurden 10 µl steril filtriertes 1 M MgCl2 und 12 µl 
steril filtrierte 1,5 M Glukose gegeben. 
 
Kompetente Bakterien (vgl. Abschnitt 7.1.1.1.) wurden bei 4°C aufgetaut. 40 µl der 
Bakteriensuspension wurden mit 200 ng DNA oder 4 µl Ligationsansatz in einem 
vorgekühlten Reaktionsgefäß gemischt und 20 min bei 4°C inkubiert. Der 
Transformationsansatz wurde für 45 sec einer Hitzebehandlung bei 42°C unterzogen und 
2 min bei 4°C inkubiert. Nach Zugabe von 450 µl eiskaltem SOC Medium wurde die 
Bakterienkultur zur Ausprägung der Antibiotikumresistenz 1 h unter leichtem Schütteln bei 
37°C inkubiert. Sowohl 50 als auch 450 µl des Transformationsansatzes wurden jeweils 
auf eine antibiotikumhaltige 2YT Agarplatte ausgestrichen und ÜN bei 37°C inkubiert. 
Transformierte Bakterien bildeten Kolonien, die im Weiteren in Flüssigkultur vermehrt und 
für die Gewinnung von DNA verwendet wurden (vgl. Abschnitte 7.1.2.3. und 7.1.2.4.). 
 
 




• 3 M Natriumacetat: wasserfreies NaAc wurde in einem 1:1 ddH2O-Essigsäure-
Gemisch gelöst und der pH-Wert mit Eisessig auf 5,2 eingestellt. 
• TE Puffer: 10 mM Tris-Cl, pH 7,5, 1 mM EDTA, pH 8,0 
 
Zur Präzipitation von Nukleinsäuren wurde 1 Vol. der Nukleinsäurelösung mit 1/10 Vol. 
3 M NaAc, pH 5,2 und 2,5 Vol. eiskaltem 100% Ethanol gemischt und 30 min bei -20°C 
inkubiert. Die Nukleinsäuren wurden durch Zentrifugation für 20 min bei 13000 rpm 
sedimentiert und der Überstand verworfen. Das Zentrifugat wurde zum Entfernen 
überschüssiger Salze mit 70% Ethanol gewaschen und erneut für 5 min bei 13000 rpm 
zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Präzipitat in der SpeedVac 1-2 min 
getrocknet und in einem geeigneten Volumen (20 bis 300 µl) TE Puffer aufgenommen. 
 
 
7.1.2.2. Phenol Chloroform Extraktion 
 
Die Phenol Chloroform Extraktion wurde durchgeführt um Proteine, wie beispielsweise 
RNasen, von DNA abzutrennen. Dies war wichtig bei DNA, die als Matrize für die in vitro 
Transkription (vgl. Abschnitt 7.2.1.) dienen sollte. 
 
Zur DNA Lösung wurde 1 Vol. Phenol gegeben, 30 sec gründlich gemischt und für 1 min 
bei 13000 rpm zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde abgenommen und in ein frisches 
1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Dieser Vorgang wurde mit 1 Vol. Phenol-Chloroform 
(1:1) und anschließend mit 1 Vol. Chloroform wiederholt. Danach wurde die DNA mit 
Ethanol gefällt und in 10 µl DEPC-behandeltem ddH2O aufgenommen. 
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7.1.2.3. Präparation kleiner DNA Mengen (Minipräparation) 
 
• 2YT Medium: siehe unter 7.1.1.1. 
• Sol I: 25 mM Tris-Cl, pH 8,0, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 µg/ml Dnase-freie RNase 
• Sol II: 0,2 N NaOH, 1% SDS 
• Sol III: 2,55 M KAc, pH 4,8 
• TE Puffer: 10 mM Tris-Cl, pH 7,5, 1 mM EDTA, pH 8,0 
 
Zur Gewinnung kleiner Mengen Plasmid DNA aus Bakterienzellen wurde eine alkalische 
Lyse angewendet. Von der Agarplatte wurden 12 Kolonien gepickt, in Reagenzgläser mit 
2,5 ml 2YT Medium mit 1:1000 Ampicillin (100 mg/ml) oder Kanamycin (25 mg/ml) 
gebracht und ÜN bei 37°C geschüttelt. Von jeder Kultur wurde 1 ml Bakteriensuspension 
als Vorkultur bei 4°C aufbewahrt. Die übrigen 1,5 ml wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß 
überführt und die Zellen durch Zentrifugation für 30 sec bei 6000 rpm sedimentiert. Das 
Bakteriensediment wurde in 100 µl Sol I Puffer resuspendiert, mit 200 µl Sol II Puffer 
versetzt und 5 min bei RT lysiert. Zur Neutralisation und zur Präzipitation von Proteinen 
und genomischer DNA wurden 150 µl eiskalter Sol III Puffer zugegeben und gemischt. 
Das Präzipitat wurde durch Zentrifugation für 5 min bei 13000 rpm und 4°C abgetrennt 
und der Überstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Die Plasmid DNA wurde 
anschließend mit Ethanol gefällt und in 30 µl TE Puffer aufgenommen. 
 
 
7.1.2.4. Präparation großer DNA Mengen (Maxipräparation) 
 
• LB Medium: 10 g Bacto-Trypton, 5 g Bacto-Hefe Extrakt und 10 g NaCl wurden in 
ddH2O gelöst und der pH-Wert mit NaOH auf 7,5 eingestellt. Es wurde mit ddH2O auf 
ein Gesamtvolumen von 1 l aufgefüllt und das Medium autoklaviert. 
• Plasmid DNA Maxi Kit: Qiagen (Düsseldorf) 
• TE Puffer: 10 mM Tris-Cl, pH 7,5, 1 mM EDTA, pH 8,0 
 
Ca. 1 ml einer Vorkultur (vgl. Abschnitt 7.1.2.3.) wurde in 250 ml LB Medium mit 1:1000 
Ampicillin (100 mg/ml) oder Kanamycin (25 mg/ml) überführt und ÜN bei 37°C geschüttelt. 
Die Bakterien wurden durch Zentrifugation für 7 min bei 4500 rpm und 4°C in einem JA10-
Rotor sedimentiert (Beckman-Zentrifuge) und in 10 ml P1 Puffer resuspendiert. Es wurden 
10 ml Lysis Puffer P2 zugegeben, vorsichtig gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Das 
Lysat wurde mit 10 ml Neutralisierungspuffer P3 versetzt, gemischt und 15 min bei 4°C 
inkubiert. Zur Abtrennung des Präzipitates wurde die Suspension für 25 min bei 12000 
rpm und 4°C in einem JA17-Rotor (Beckman-Zentrifuge) zentrifugiert und der Überstand 
durch einen Faltenfilter in eine mit 10 ml QBT Puffer äquilibrierte Ionenaustauschersäule 
gegeben. Die Säule wurde zweimal mit je 30 ml QC Puffer gewaschen und die DNA mit 
15 ml QN Puffer in ein 50 ml Plastikzentrifugenröhrchen eluiert. Die Präzipitation der 
Plasmid DNA erfolgte durch Zugabe von 10,5 ml Isopropanol und Zentrifugation für 1 h 
bei 15500 rpm und 4°C im JA17-Rotor. Das Präzipitat wurde in 500 µl ddH2O 
resuspendiert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Anschließend wurde eine 
Ethanolfällung durchgeführt (vgl. Abschnitt 7.1.2.1.) und die DNA je nach Größe des 
Präzipitats in 100 bis 300 µl TE Puffer gelöst. Die Konzentration der DNA wurde im 
Photometer bestimmt (vgl. Abschnitt 7.1.2.7.) und auf 1 µg/µl eingestellt. 
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7.1.2.5. Präparation endotoxinfreier DNA 
 
• LB Medium: siehe unter 7.1.2.4. 
• EndoFree Plasmid Maxi-Kit: Qiagen (Düsseldorf) 
 
Mit Hilfe dieser Methode wurde endotoxinfreie Plasmid DNA für die Kalziumphosphat 
Transfektion von Neuronen (vgl. Abschnitt 7.5.6.2.) gewonnen. Die Zentrifugenröhrchen 
waren endotoxinfrei und die Lösungen und Puffer mit endotoxinfreiem ddH2O hergestellt. 
Bis zur Behandlung mit dem Neutralisierungspuffer P3 waren die Schritte identisch zur 
Standard Maxipräparation (vgl. Abschnitt 7.1.2.4.). Die Lösung wurde gemischt und auf 
eine QiaFilter Patrone gegeben. Nach 10 min wurde ein Kolben in die Patrone eingeführt 
und die DNA Lösung mit leichtem Druck in ein 50 ml Plastikzentrifugenröhrchen filtriert. 
Es wurden 2,5 ml ER Puffer hinzugegeben, alles gemischt und 30 min bei 4°C inkubiert. 
Das Filtrat wurde auf eine mit 10 ml QBT Puffer äquilibrierte Ionenaustauschersäule 
gegeben und wie bei der Standard Maxipräparation weiter behandelt. Die DNA wurde je 
nach Größe des Präzipitats in 100 bis 300 µl endotoxinfreiem TE Puffer gelöst, die 
Konzentration im Photometer bestimmt (vgl. Abschnitt 7.1.2.7.) und auf 1 µg/µl eingestellt. 
 
 
7.1.2.6. Isolierung genomischer DNA aus transgenen Mäusen 
 
• NucleoSpin C+T Kit: Macherey&Nagel (Düren) 
 
Zur Gewinnung genomischer DNA aus Schwanzgewebe wurde der NucleoSpin C+T Kit 
verwendet. Die eingefrorenen Schwanzenden von potentiell transgenen Mäusen wurden 
vom Tierstall des ZMBH zur Verfügung gestellt. Es wurden 180 µl T1 Puffer und 25 µl 
Proteinase K Lösung zugegeben und bis zur vollständigen Lyse des Gewebes bei 65°C 
inkubiert. Danach wurde 10 min bei 70°C inkubiert und für 5 min bei 10000 rpm 
zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und mit 200 µl 
B3 Puffer und 200 µl Ethanol aufgefüllt. Der Ansatz wurde gemischt, auf eine NucleoSpin 
Säule aufgebracht und für 1 min bei 6000 rpm zentrifugiert. Der Säuleninhalt wurde 
zweimal mit B5 Puffer gewaschen und je für 1 min bei 6000 rpm zentrifugiert. Reste an B5 
Puffer wurden durch Zentrifugation für 2 min bei 6000 rpm entfernt. Zum Säuleninhalt 
wurden 200 µl 70°C warmer BE Puffer gegeben und die DNA durch Zentrifugation für 1 min 
bei 6000 rpm eluiert. Um festzustellen, ob die DNA von einer transgenen Maus stammte, 
wurde sie im Anschluss einer PCR Analyse (vgl. Abschnitt 7.1.5.2.) unterzogen. 
 
 
7.1.2.7. Konzentrationsbestimmung von DNA 
 
Die Konzentration einer DNA Lösung wurde mit Hilfe einer photometrischen Messung bei 
einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt. Dazu wurde eine 1:250 oder 1:500 Verdünnung 
der DNA Lösung vermessen und die Konzentration nach der folgenden Formel berechnet: 
 
OD260 * 50 * Verdünnungsfaktor = Doppelstrang-DNA Konzentration in µg/ml 
 
Zur Bestimmung der Reinheit der DNA Lösung wurde zusätzlich die OD280 gemessen und 
der Quotient OD260/OD280 bestimmt. Bei einem Wert über 2,0 bzw. unter 1,5 bestand 
Verdacht auf Kontamination mit RNA bzw. Proteinen oder Phenol. In beiden Fällen wurde 
die DNA durch eine Ethanolfällung aufgereinigt und die Reinheit erneut überprüft. 
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7.1.3. Enzymatische Methoden 
 
7.1.3.1. Spaltung mit Restriktionsendonukleasen 
 
• Restriktionsendonukleasen: siehe unter 6.1.3. 
• 6x DNA Probenpuffer: 50% Glycerin, 0,1 mM EDTA, 0,05% Bromphenol-Blau 
 
1 µg DNA wurde mit 3 U Restriktionsendonuklease und 1,5 µl eines geeigneten 10x 
Puffers in 15 µl Gesamtvolumen 1 h bei der für das jeweilige Enzym optimalen Tempera-
tur geschnitten und die Reaktion durch Zugabe von 3 µl 6x DNA Probenpuffer gestoppt. 
Bei Spaltung der DNA mit zwei Restriktionsendonukleasen mit unterschiedlichen 
Aktivitätsoptima wurde ein Inkubationspuffer gewählt, in dem beide Enzyme eine optimale 
Aktivität aufwiesen. Sollte ein DNA Molekül, in dem eine Erkennungsschnittstelle für eine 
Restriktionsendonuklease mehrmals vorkam, mit diesem Enzym partiell geschnitten 
werden, wurden fünf identische Reaktionsansätze nach 1, 2, 5, 10 bzw. 20 min durch 
Zugabe von 3 µl 6x DNA Probenpuffer gestoppt. Die Ansätze wurden zur Analyse auf ein 
1% TAE Agarosegel geladen (vgl. Abschnitt 7.1.4.1.). 
 
 
7.1.3.2. Auffüllen überstehender 5’-Enden und Entfernung überstehender 3’-
Enden mit dem Klenow-Fragment 
 
• Klenow DNA Polymerase (Promega, Mannheim) 
• dNTP Mix mit je 10 mM dATP, dGTP, dCTP und dTTP 
 
Die Konversion 5’-überstehender DNA Enden bzw. 3’-überstehender DNA Enden zu 
glatten Enden erfolgte mit Hilfe des Klenow-Fragmentes der DNA Polymerase I aus E. coli. 
Dabei wurden zunächst 0,2 bis 5 µg DNA nach der Spaltung mit Restriktionsendonuklea-
sen (vgl. Abschnitt 7.1.3.1.) einer Ethanolfällung (vgl. Abschnitt 7.1.2.1.) unterzogen. 
Anschließend wurde das DNA-Pellet in 24 µl ddH2O gelöst und mit 3 µl Puffer H (Roche, 
Mannheim), 1 µl Klenow Fragment (5 U/µl) und 1,5 µl 10 mM dNTPs (nur beim Auffüllen 
5’-überstehender DNA Enden) gemischt. Der Reaktionsansatz wurde 20 min bei 30°C, 
15 min bei 4°C, 10 min bei 75°C und schließlich 5 min bei 4°C inkubiert. Zur Aufreinigung 
der DNA wurde eine Ethanolfällung durchgeführt. 
 
 
7.1.3.3. Dephosphorylierung von 5’-Enden mit Shrimp Alkalischer Phosphatase 
 
• Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP, Amersham, Braunschweig) 
 
Um die Religation eines linearisierten Plasmids mit kompatiblen Enden zu verhindern, 
wurde die Phosphatgruppe am 5’-Ende von DNA Molekülen entfernt. 0,5 bis 5 µg DNA 
wurden einer Ethanolfällung (vgl. Abschnitt 7.1.2.1.) unterzogen und in 17 µl ddH2O 
aufgenommen. Es wurden 2 µl 10x SAP Puffer und 1 µl SAP zugegeben und 1 h bei 37°C 
inkubiert. Anschließend wurde das Enzym durch Hitzebehandlung für 15 min bei 65°C 
inaktiviert. Die DNA wurde auf einem präparativen TAE Agarosegel (vgl. Abschnitt 
7.1.4.1.) aufgereinigt und unter Verwendung des QiaQuick Gel Extraction Kit (vgl. 
Abschnitt 7.1.4.2.) isoliert. 
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7.1.3.4. Ligation von DNA Fragmenten 
 
• T4 DNA Ligase (Life Technologies, Eggenstein) 
 
Zur kovalenten Verknüpfung von DNA Fragmenten aus der Elution aus Agarosegelen 
(vgl. Abschnitt 7.1.4.2.) wurde die rekombinante T4 Ligase aus dem Phagen T4 
verwendet. 1 µl Vektor DNA, 5 µl Insert DNA, 2 µl 5x T4 Ligase Puffer und 1 µl T4 Ligase 
(5 U/µl) wurden ad 10 µl ddH2O gemischt und 2-4 h bei 16°C inkubiert. Als Kontrollen 
dienten Ansätze, bei denen die Vektor DNA oder die Insert DNA durch das entsprechende 
Volumen an ddH2O ersetzt wurden. Die Hälfte des Ligationsansatzes wurde für die 
Transformation von Bakterien verwendet (vgl. Abschnitt 7.1.1.2.). 
 
 
7.1.3.5. SURE Clone Ligation Kit 
 
• SURE Clone Ligation Kit (Stratagene, Heidelberg) 
 
Dieser Kit wurde verwendet um PCR Fragmente in ein Plasmid einzusetzen. 5 µl PCR 
Produkt, 2 µl 10x Blunting/Kinasing Buffer, 1 µl Klenow Fragment (5 U/µl) und 1 µl 
Polynukleotidkinase (5 U/µl) wurden ad 20 µl ddH2O gemischt und der Ansatz 30 min bei 
37°C inkubiert. Eine MicroSpin Säule wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß gestellt und mit 
500 µl resuspendierten Sephacryl S-200 Kügelchen beladen. Es wurde für 30 sec bei 
13000 rpm zentrifugiert und die MicroSpin Säule in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefäß 
überführt. Zum Blunting/Kinasing Ansatz wurden 20 µl 1:1 Phenol/Chloroform gegeben, 
alles gemischt und 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die obere, wässrige Phase wurde 
auf die vorbereitete MicroSpin Säule geladen und für 30 sec bei 13000 rpm zentrifugiert. 
Zu 2 µl der dabei erhaltenen Flüssigkeit wurden 5 µl ddH2O, 10 µl 2x Ligase Puffer, 1 µl 
linearisierter und dephosphorylierter pUC18 Vektor, 1µl DTT Lösung und 1 µl T4 DNA 
Ligase (5 U/µl) gegeben und 2 h bei 16°C inkubiert. Danach wurde eine konventionelle 
Transformation (vgl. Abschnitt 7.1.1.2.) durchgeführt. 
 
 
7.1.4. DNA Geltechniken 
 
7.1.4.1. Analyse von DNA Fragmenten in TAE Agarosegelen 
 
• 50x TAE Gel- und Laufpuffer: 242 g Tris-Base, 57,1 ml Eisessig und 37,2 g EDTA 
wurden in ddH2O gelöst, der pH-Wert mit Essigsäure auf 8,5 eingestellt und mit ddH2O 
auf ein Gesamtvolumen von 1 l aufgefüllt. 
• Ethidiumbromid-Stocklösung: 1 g Ethidiumbromid wurde durch Rühren in 100 ml 
ddH2O in Lösung gebracht und anschließend im Dunkeln bei 4°C aufbewahrt. 
• 6x DNA Probenpuffer: siehe unter 7.1.3.1. 
 
Die elektrophoretische Auftrennung von DNA Fragmenten in Agarosegelen diente sowohl 
analytischen als auch präparativen Zwecken. Die Agarosekonzentration richtete sich nach 
der Größe der aufzutrennenden DNA Fragmente und variierte von 0,4 bis 2,5% in TAE 
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Puffer. Das Gel enthielt Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 1 µg/ml. Zu 300 ml 
TAE wurde die benötigte Menge Agarose gegeben und aufgekocht. Die noch heiße 
Lösung wurde mit Ethidiumbromid-Stocklösung versetzt, leicht abgekühlt in eine 
Gelkammer gegossen und der Kamm eingefügt. Die DNA Proben wurden mit dem 
entsprechenden Vol. an 6x DNA Probenpuffer versetzt und nach Erkaltung des Gels 
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in TAE Puffer. Es wurde eine horizontale 
Flachbettapparatur benutzt und eine Spannung von ca. 12 V pro cm Gellänge angelegt. 
Zur Abschätzung des Molekulargewichtes der DNA Fragmente wurde auf jedem Gel 1 µg 
des Molekulargewichtsmarkers „1 kb DNA Leiter“ aufgetragen. Nach der Elektrophorese 
wurden die DNA Fragmente unter UV Licht bei einer Wellenlänge von λ = 254 nm sichtbar 
gemacht. Zu Dokumentationszwecken wurde ein Videoausdruck erstellt. 
 
 
7.1.4.2. Gelelution von DNA Fragmenten 
 
• QiaQuick Gel Extraction Kit: Qiagen (Düsseldorf) 
• TE Puffer: 10 mM Tris-Cl, pH 7,5, 1 mM EDTA, pH 8,0 
 
Zur Isolierung von DNA aus Agarosegelen (vgl. Abschnitt 7.1.4.1.) wurde der QiaQuick 
Gel Extraction Kit verwendet. Die DNA Bande wurden nach der elektrophoretischen 
Auftrennung mit einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten, der Agarosewürfel 
in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und gewogen. Der Agarosewürfel wurde bei 50°C 
im dreifachen Vol. Puffer QG aufgelöst, 1 Vol. Isopropanol zugegeben und die Lösung in 
eine Ionenaustauschersäule pipettiert. Anschließend wurde für 1 min bei 13000 rpm 
zentrifugiert, der Durchfluss verworfen, die Säule mit 700 µl PE Waschpuffer beladen und 
erneut zentrifugiert. Die Säule wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und 15 
bis 30 µl TE Puffer auf das Säulenmaterial gegeben um die DNA zu lösen. Es wurde für 
1 min bei 13000 rpm zentrifugiert und das Zentrifugat mit der gelösten DNA in ein neues 
1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. 
 
 
7.1.4.3. Sequenzgel und Autoradiografie 
 
• TBE Gel- und Laufpuffer: 89 mM Tris-Base, 89 mM Borsäure, 2 mM EDTA, pH 8,0 
• SequagelTM XR Sequenzgel Monomerlösung (National Diagnostics, Hull, UK) 
• Sequagel complete Sequenzgel Pufferlösung (National Diagnostics, Hull, UK) 
 
Sequenzgele wurden zwischen zwei Glasplatten gegossen, die mit Hilfe von 
Abstandshaltern 0,4 mm voneinander getrennt waren. 10 ml Pufferlösung und 40 ml 
Monomerlösung wurden mit 400 µl 10% APS vermischt und zwischen die beiden 
Glasplatten gegossen. Ein Haifischkamm wurde etwa 1 cm tief mit dem Rücken nach 
unten eingeschoben, so dass am oberen Ende des Gels ein Hohlraum zwischen den 
Glasplatten entstand. Nach etwa 10 min war das Gel polykondensiert und es konnte in die 
Gelapparatur eingespannt werden. Der Kamm wurde herausgezogen, umgedreht und so 
in den Hohlraum eingeschoben, dass die Zähne etwa 2 mm ins Gel eindrangen und damit 
seitlich abgeschlossene Taschen für die Proben bildeten. Als Laufpuffer diente TBE. 
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Auf der Vorderseite des Gels war zu Kühlzwecken eine Platte aus Aluminium angebracht. 
Bevor die Proben geladen wurden, wurde das Gel in einem Vorlauf 30 min bei 50 W, 
maximaler Spannung und Stromstärke vorgeheizt. Der erste Teil des Gellaufes erfolgte 
unter den gleichen Bedingungen bis die hellblaue Markerbande des Xylencyanols das 
untere Ende des Gels erreicht hatte. Nach der Beladung mit der zweiten Hälfte der 
Proben wurde der Gellauf so lange fortgesetzt, bis der dunkelblaue Marker des zweiten 
Probenauftrags das Ende des Gels erreicht hatte. 
 
Die radioaktiv markierten DNA-Fragmente wurden durch eine Autoradiografie sichtbar 
gemacht. Dafür wurde das Sequenzgel auf ein 3MM Whatman Papier gelegt und im 
Geltrockner getrocknet. Das Gel wurde im Dunkelraum in eine Filmkassette überführt, 
eine dünne Haushaltsfolie und ein Röntgenfilm (Kodak, X-Omat) daraufgelegt und die 
Kassette verschlossen. Die Expositionszeit betrug in der Regel 24 h bei RT. Die 
Entwicklung des Filmes wurde im Hyper Processor (Amersham) durchgeführt. 
 
 
7.1.5. Techniken bei der Polymerasenkettenreaktion 
 
7.1.5.1. Aufreinigung von Oligonukleotidprimern 
 
• TE Puffer: 10 mM Tris-Cl, pH 7,5, 1 mM EDTA, pH 8,0 
 
Oligonukleotidprimer wurden von der Syntheseeinheit des ZMBH zur Verfügung gestellt. 
Die ca. 100 µl Primerlösung wurden aus dem Synthesegefäß in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß 
überführt. Die im Gefäß verbleibenden Reste wurden mit 50 µl ddH2O aufgenommen und 
zum übrigen Ansatz gegeben. Es folgte eine Ethanolfällung (vgl. Abschnitt 7.1.2.1.), an 
deren Ende das DNA Pellet in 300 µl TE Puffer resuspendiert wurde. Durch eine 
photometrische Messung der OD260 wurde die Primer-Konzentration bestimmt (vgl. 
Abschnitt 7.1.2.7.) und auf 10 µM eingestellt. Es wurde eine 1:1000 Verdünnung der 
Primerlösung vermessen und die Konzentration nach der folgenden Formel berechnet: 
 
OD260 * 1000 * Extinktionskoeffizient = Primerkonzentration in µM 
 
Der Extinktionskoeffizient wurde mit Hilfe des Computerprogramms „Oligo4.0“ bestimmt. 
 
 
7.1.5.2. Standard Polymerasenkettenreaktion (PCR) 
 
• dNTP Mix mit je 10 mM dATP, dGTP, dCTP und dTTP 
• Pfu DNA Polymerase (2,5 U/µl) oder Taq DNA Polymerase (5 U/µl) 
 
2 µl 10x Puffer, 0,5 µl dNTP Mix, 20 ng DNA Matrize, 2 µl 10 µM sense-Primer, 2 µl 10 µM 
antisense-Primer und 1 µl Pfu DNA Polymerase (2,5 U/µl) oder Taq DNA Polymerase 
(5 U/µl) wurden ad 20 µl ddH2O gemischt und im Thermocycler einem Programmzyklus 
unterzogen, der beim jeweiligen Experiment angegeben ist. Anschließend wurden die 
Fragmente mit einer TAE Agarosegelelektrophorese (vgl. Abschnitt 7.1.4.1.) analysiert. 
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7.1.5.3. QuikChange Mutagenese 
 
• QuikChange Mutagenesis Kit: Stratagene (Heidelberg) 
• dNTP Mix mit je 12,5 mM dATP, dGTP, dCTP und dTTP 
 
Die QuikChange Mutagenese wurde benutzt um eine Punktmutation oder Deletion in eine 
DNA Sequenz einzufügen. Das Prinzip des Kits beruht darauf, dass die Matrizen DNA 
durch DpnI abgebaut wird. Der selektive Abbau der Matrizen DNA ist möglich, weil diese 
im Gegensatz zur PCR DNA methyliert ist und DpnI nur methylierte DNA schneidet. 
 
2 µl 10x Puffer, 1 µl dNTP Mix, 50 ng DNA Matrize, 1,2 µl 10 µM sense-Primer, 1,2 µl 
10 µM antisense-Primer und 1 µl Pfu DNA Polymerase (2,5 U/µl) wurden ad 50 µl ddH2O 
gegeben und im Thermocycler einem Programmzyklus unterzogen, der beim jeweiligen 
Experiment angegeben ist. Zum Abbau der DNA Matrize wurde der gesamte PCR Ansatz 
1 h bei 37°C mit der Restriktionsendonuklease DpnI geschnitten. Eventuelle Verun-
reinigungen wurden für 1 min bei 13000 rpm abzentrifugiert. Anschließend wurde 1 µl des 
Überstandes in kompetente Bakterien transformiert (vgl. Abschnitt 7.1.1.2.). 
 
 
7.1.5.4. Klonierung mit der „Megaprimer“ PCR Methode 
 
• Pfu DNA Polymerase (2,5 U/µl) 
• dNTP Mix mit je 10 mM dATP, dGTP, dCTP und dTTP 
• Oligonukleotidprimer Pm5, aSwe, aLon und a3’-UTR 
 
Die Einführung der „Swedish“ bzw. „London“ Mutation in APPK624C wurde über eine 
modifizierte „Megaprimer“ PCR Methode erreicht (Seraphin & Kandels-Lewis, 1996). 
 
Zu Beginn wurde 1 µg pBS-APPK624C mit den Restriktionsendonukleasen XhoI und XmnI 
(DNA I) bzw. BglII und ClaI (DNA II) geschnitten (vgl. Abschnitt 7.1.3.1.), wodurch die 
Matrizen für die PCR I bzw. PCR II entstanden. Bei der PCR I wurden 2 µl des mit Hilfe 
des QiaQuick Gel Extraction Kit isolierten Fragments DNA I, 5 µl 10x Pfu DNA 
Polymerase Puffer, 1 µl dNTP Mix, 1 µl 10 µM Pm5, 1 µl Pfu DNA Polymerase (2,5 U/µl) 
und 1 µl 10 µM aSwe oder aLon gemischt und mit ddH2O ad 50 µl aufgefüllt. Die Ansätze 
wurden im Thermocycler folgendem Programm unterworfen: 2 min, 95°C ⇒ 1 Zyklus; 
10 sec, 95°C; 15 sec, 55°C; 4 min, 72°C ⇒ 20 Zyklen; 7 min, 72°C ⇒ 1 Zyklus. Bei der 
PCR II wurden 2 µl des Fragments DNA II, 5 µl 10x Pfu DNA Polymerase 
Reaktionspuffer, 1 µl dNTP Mix, 1 µl 10 µM a3’-UTR, 15 µl PCR I Ansatz („Megaprimer“, 
mit aSwe bzw. aLon) und 1 µl Pfu DNA Polymerase (2,5 U/µl) gemischt und mit ddH2O ad 
50 µl aufgefüllt. Die Ansätze wurden im Thermocycler folgendem Programm unterworfen: 
2 min, 95°C ⇒ 1 Zyklus; 10 sec, 95°C; 15 sec, 55°C; 150 sec, 72°C ⇒ 22 Zyklen; 4 min, 
72°C ⇒ 1 Zyklus. Die PCR Produkte wurden über ein 1% TAE Agarosegel gereinigt, 
eluiert und nach einem Restriktionsverdau mit BglII und XmnI in pBS-APPK624C eingefügt. 
Die erhaltenen Plasmide pBS-APPK624C-Swe bzw. pBS-APPK624C-Lon wurden sequenziert 
um den Erfolg der Mutagenese zu bestätigen. Mit pBS-APPK624C-Swe/Lon wurde eine 
weitere Mutante hergestellt. Als Ausgangsvektor zur Herstellung der DNA I für die PCR I 
diente der Vektor pBS-APPK624C-Lon, in der PCR II wurde der Primer sSwe eingesetzt. Die 
übrigen Schritte verliefen analog zum aufgeführten Protokoll. 
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7.1.5.5. DNA Sequenzierung mit Hilfe der Taq DNA Polymerase 
 
Zur DNA Sequenzierung mit Hilfe der Taq DNA Polymerase wurde der fmolTM DNA 
Sequencing Kit von Promega benutzt. 
 
Vier 1,5 ml Reaktionsgefäße („G“, „A“, „T“ bzw. „C“) wurden mit je 2 µl des jeweiligen 
„d/dd NTP-Mix“ befüllt und bei 4°C inkubiert. 1 µg DNA Matrize, 3 µl 10 µM Primer, 1 µl α-
[35S]-ATP, 5 µl „5x Sequencing Buffer“ und 1 µl Taq DNA Polymerase (5 U/µl) wurden ad 
16 µl ddH2O gegeben und gemischt. Je 4 µl dieses Ansatzes wurden in die vorbereiteten 
1,5 ml Reaktionsgefäße gegeben und die Sequenzierungsreaktion im Thermocycler 
folgendem Programmzyklus unterzogen: 20 sec, 95°C; 20 sec, 42-50°C; 20 sec, 70° C ⇒ 
35 Zyklen. Der Reaktionsansatz wurde auf 4°C abgekühlt und die Reaktion durch Zugabe 
von 3 µl „Stop Solution“ gestoppt. Danach wurden die Proben auf ein Sequenzgel geladen 
und autoradiografiert (vgl. Abschnitt 7.1.4.3.). 
 
 
7.2. RNA Techniken 
 
7.2.1. In vitro Transkription (SP6 Cap Scribe) 
 
• SP6 Cap Scribe Kit: Roche (Mannheim) 
• DEPC ddH2O: 1 ml Diethylpyrocarbonat wurde zu 1 l ddH2O gegeben, 1 d bei RT 
unter Schütteln inkubiert und anschließend autoklaviert. 
 
Da RNA Präparationen sehr empfindlich gegenüber Kontaminationen mit RNasen sind, 
wurden RNase-freie Materialien, Reagenzien und Lösungen verwendet. Die DNA Matrize 
wurde vor Gebrauch mit Hilfe einer Phenol-Chloroform-Extraktion (vgl. Abschnitt 7.1.2.2.) 
aufgereinigt und mit der Restriktionsendonuklease SpeI linearisiert (vgl. Abschnitt 
7.1.3.1.). Die in vitro Transkription wurde mit den Komponenten des SP6 Cap Scribe Kit 
(Roche, Mannheim) durchgeführt. Zu 5 µl der linearisierten DNA aus der Phenol-
Chloroform-Fällung wurden 4 µl 5x Puffer, 2 µl SP6 Polymerase, 1,5 µl RNase-Inhibitor, 
2 µl Cap Analog und 1 µl 10 mM GTP ad 20 µl DEPC ddH2O gemischt und der 
Reaktionsansatz 2 h bei 37°C inkubiert. Um den Erfolg der Reaktion zu überprüfen, 
wurden 2 µl abgenommen, 2 µl DEPC ddH2O und 1 µl 5x RNA Ladepuffer zugegeben und 
die Probe auf einem 0,6% TBE Agarosegel analysiert (vgl. Abschnitt 7.2.2.). Der Rest des 
Ansatzes wurde zunächst in flüssigem Stickstoff schockgefroren, dann bei -80°C gelagert 
und später für die Virusproduktion in BHK Zellen (vgl. Abschnitt 7.5.5.1.) verwendet. 
 
 
7.2.2. Analyse von RNA Fragmenten in TBE Agarosegelen 
 
• TBE Gel- und Laufpuffer: siehe unter 7.1.4.3., hier jedoch in DEPC ddH2O 
• 5x RNA Probenpuffer: 48% Formamid, 50% Glycerin, 10 mM EDTA, pH 8,0, 0,2% 
Bromphenol-Blau, 0,2% Xylencyanol, in DEPC ddH2O 
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Die elektrophoretische Auftrennung von RNA Fragmenten in 0,6% TBE Agarosegelen 
diente analytischen Zwecken. Das Gel enthielt Ethidiumbromid in einer Endkonzentration 
von 1 µg/ml. Die benötigte Menge Agarose wurde zu 300 ml TBE gegeben und 
aufgekocht. Die noch heiße Lösung wurde mit Ethidiumbromid versetzt, in eine 
Gelkammer gegossen und ein Kamm eingefügt. Zuvor waren die Gelkammer und der 
Kamm zur Inaktivierung von RNasen 20 min mit 10% H2O2 behandelt worden. Die 
Elektrophorese erfolgte in TBE Puffer für 20-25 min. Es wurde eine horizontale 
Flachbettapparatur benutzt und eine Spannung von 18 V pro cm Gellänge angelegt. Zur 
Abschätzung des Molekulargewichtes der RNA Fragmente wurde auf dem Gel 1 µg des 
Molekulargewichtsmarkers „1 kb DNA Leiter“ aufgetragen. Dieser Marker war einfacher 
handhabbar und kostengünstiger als ein RNA Marker. Das Laufverhalten der DNA 
Markerbande bei 1,6 kbp war mit dem der RNA Markerbande bei 4,4 kb und das der DNA 
Markerbande bei 4 kbp mit dem der RNA Markerbande bei 9,5 kb vergleichbar. Nach der 
Elektrophorese wurden die RNA Fragmente unter UV Licht mit einer Wellenlänge von λ = 







• 2x Verdünnungspuffer: 100 mM Tris-Cl, pH 7,5, 300 mM NaCl, 4 mM EDTA 
• 10x Mediumpuffer: 250 mM Tris-Cl, pH 8,5, 5% Triton X-100, 5% Nonidet P40 
• Waschpuffer A: 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 10 mM Tris-Cl, pH 7,5, 0,2% Nonidet P40 
• Waschpuffer B: 500 mM NaCl, 2 mM EDTA, 10 mM Tris-Cl, pH 7,5, 0,2% Nonidet P40 
• Waschpuffer C: 10 mM Tris-Cl, pH 7,5 
• Protein A Sepharose Lösung: Protein A Sepharose wurde 1 h in 100 mM Tris-Cl, pH 
7,5 inkubiert, dreimal in Waschpuffer A gewaschen und schließlich in 1:2 verdünntem 
Waschpuffer A bei 4°C aufbewahrt. 
• 3x SDS Probenpuffer: Stocklösung mit 0,1 M Tris-Cl, pH 8,8, 0,5 M Saccharose, 
0,01% Bromphenol-Blau und 5 mM EDTA. Zu 1 ml Stocklösung wurden für die 
Gebrauchslösung 0,2 ml 20% SDS und 0,1 ml 0,5 M DTT hinzugegeben. 
• 3x SDS Probenpuffer-DTT: wie 3x SDS Probenpuffer, jedoch ohne Zugabe von DTT 
 
Das Zelllysat bzw. das konditionierte Medium (vgl. Abschnitt 7.4.5.) wurde mit 2x 
Verdünnungspuffer bzw. 10x Mediumpuffer und 5 µg/ml Erstantikörper versetzt und 
danach 1 h bei RT im Überkopfschüttler gerollt. Es wurden 30 µl Protein A Sepharose 
Lösung zugegeben, 1 h bei RT im Überkopfschüttler gerollt und die gebildeten 
Immunkomplexe durch Zentrifugation für 15 sec bei 13000 rpm sedimentiert. Der 
Überstand wurde verworfen und die Protein A Sepharose Kügelchen nach folgendem 
Schema gewaschen: dreimal mit Waschpuffer A, zweimal mit Waschpuffer B und einmal 
mit Waschpuffer C. Anschließend wurden je nach Verwendungszweck 25-50 µl 3x SDS 
Probenpuffer oder 3x SDS Probenpuffer-DTT zugegeben und die Immunkomplexe 5 min 
bei 95°C denaturiert. Der Ansatz mit 3x SDS Probenpuffer-DTT bei Versuchen zur APP 
Dimerisierung wurde halbiert und eine Hälfte mit 40 mM DTT behandelt. Die Proben 
wurden im Anschluss mit einer SDS PAGE analysiert (vgl. Abschnitt 7.3.3.). 
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7.3.2. TCA Fällung 
 
Die Probe wurde mit kaltem TCA in einer Endkonzentration von 10% versetzt, 1 h bei 4°C 
inkubiert und für 10 min bei 15000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das 
Sediment mit Aceton gewaschen und für 10 min bei 4°C und 15000 rpm zentrifugiert. Das 
Proteinpellet wurde bei 56°C getrocknet und in 3x SDS Probenpuffer resuspendiert. 
 
 
7.3.3. Protein Geltechniken 
 
7.3.3.1. SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS PAGE) 
 
• SDS Gellaufpuffer: 100 mM Glycin, 25 mM Tris-Base, 0,1% SDS 
• Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris-Cl, pH 6,8 
• Trenngelpuffer: 2 M Tris-Cl, pH 8,8 
• 3x SDS Probenpuffer: siehe unter 7.3.1. 
 
Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen im Molekulargewichtsbereich von 40-
140 kDa erfolgte durch eine Elektrophorese in SDS Polyacrylamidgelen mit einem 
kontinuierlichen Acrylamidkonzentrationsgradienten in einem diskontinuierlichen 
Tris/Glycin Puffersystem. Die Gele waren 20 cm x 20 cm groß. 
 
 5% Trenngel 12% Trenngel Sammelgel 
ddH2O 9,3 ml 5,8 ml 7,2 ml 
2 M Tris, pH 8,8 3 ml 3 ml - 
0,5 M Tris, pH 6,8 - - 2,1 ml 
60% (w/v) Glukose - - 3 ml 
30% Acrylamid mit 0,8% 2,5 ml 6 ml 2,5 ml 
20% SDS 75 µl 75 µl 75 µl 
TEMED 25 µl 25 µl 25 µl 
10% (w/v) APS 100 µl 100 µl 100 µl 
 
Tab. 7.3.1. Zusammensetzung eines 5-12% Trenngels und des 5% Sammelgels 
 
Das Trenngel wurde zwischen 2 Glasplatten gegossen, die mit Hilfe von Abstandshaltern 
1 mm voneinander getrennt waren. Das Gradientengel wurde mit dem Gradientenmischer 
so gegossen, dass von unten nach oben ein kontinuierlicher Konzentrationsgradient von 
12-5% entstand. Danach wurde das Trenngel mit Isopropanol überschichtet um durch den 
Sauerstoffabschluss die Polykondensation zu beschleunigen. Das Isopropanol wurde 
entfernt, das Sammelgel über das Trenngel gegossen und der Kamm gesteckt. Nachdem 
das Sammelgel polykondensiert war, wurden die Proteinproben mit einem geeigneten 
Volumen an 3x SDS Probenpuffer versetzt, 5 min bei 95°C denaturiert und aufgetragen. 
Die Elektrophorese fand bei maximaler Spannung und einer Stromstärke von 70 mA für 2-
3 h oder 15 mA ÜN statt. Nach dem Gellauf wurde das Gel zur Analyse der 
nichtradioaktiven Proben einem „Semi-dry" Proteintransfer mit anschließender Western 
Blot Analyse zugeführt (vgl. Abschnitt 7.3.5.) oder bei radioaktiv markierten Proben mit 
dem PhosphoImager System untersucht (vgl. Abschnitt 7.3.6.). 




• NuPAGE Bis-Tricine-Gele: Novex (San Diego, USA) 
• 20x MES SDS Laufpuffer: 97,6 g MES, 60,6 g Tris Base, 10 g SDS, 3 g EDTA ad 
500 ml ddH2O 
 
Zur Auftrennung von Proteinen im Molekulargewichtsbereich bis 70 kDa wurde das 
NuPAGE Minigelsystem von Novex verwendet. Die Gele hatten eine Größe von 10 cm x 
10 cm. Die vorgefertigten 12%igen Gele wurden in die Gelkammer eingespannt und die 
Kammer mit 1x MES SDS Laufpuffer aufgefüllt. Die Proben wurden geladen und die 
Elektrophorese für 35 min bei 200 V und maximaler Stromstärke durchgeführt. 
 
 
7.3.4. Elektroelution von Proteinbanden aus einem Polyacrylamidgel 
 
• 10x Elutionspuffer: 1M Tris-Acetat, pH 7,4, 0,5% SDS 
• Dialyseschlauch: Der Dialyseschlauch (Spektrapor 3500 D) wurde zur Vorbehandlung 
für 1 h in 1% (w/v) NH4HCO3 gelegt, mit ddH2O gewaschen und für eine weitere 
Stunde bei 60°C in 0,1% (w/v) SDS inkubiert. Abschließend wurde der Schlauch direkt 
verwendet oder bei 4°C  in 20% Ethanol aufbewahrt. 
 
Die Elution von Proteinen aus der Gelmatrix erfolgte elektrophoretisch nach der von 
Hunkapiller et al. (1983) beschriebenen Methode. Durch Orientierung an den 
Markerbanden wurde die Position der gewünschten Proteinbande im Gel bestimmt und 
die Bande mit dem Skalpell ausgeschnitten. Das ausgeschnittene Gelstück wurde in 
einen mit 500 µl Elutionspuffer gefüllten Dialyseschlauch überführt und für 3 Stunden bei 
100 mA in einer mit Elutionspuffer gefüllten Agarosegelkammer elektroeluiert. Danach 
wurde der Elutionspuffer aus dem Dialyseschlauch in eine Fritte gegeben. Die Flüssigkeit 
wurde durch einen Filter in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und die Proteine zur 
Entfernung von Detergenz, Reduktionsmittel und Puffer einer TCA-Fällung unterzogen 
(vgl. Abschnitt 7.3.2.). 
 
 
7.3.5. „Semi-dry" Western Proteintransfer und ECL Analyse 
 
• Semi-dry Blotapparatur: Schleicher&Schuell (Dassel) 
• Nitrozellulose Membran: Schleicher&Schuell (Dassel) 
• Kathodenpuffer: 25 mM Tris-Base, 40 mM 6-Aminohexansäure, 20% Methanol 
• Anodenpuffer I: 30 mM Tris-Base, 20% Methanol 
• Anodenpuffer II: 300 mM Tris-Base, 20% Methanol 
• 10x TBST: 1,5 M NaCl, 100 mM Tris-Base, 0,5% Tween20, pH 8,0 
 
Der Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose Membranen geschah mit einer Semi-dry 
Blotapparatur. Die Detektion erfolgte mit dem ECL System. Proteinhaltige Proben wurden 
auf einer SDS PAGE aufgetrennt (vgl. Abschnitt 7.3.3.) und danach das Gel 
folgendermaßen in die Apparatur eingelegt: 
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Abb. 7.3.1. Schematischer Aufbau der Blotkammer einer Western Blot Apparatur. 
 
Der elektrophoretische Transfer der Proteine zur Nitrozellulosemembran erfolgte im 
Kaltraum für 1,5 h bei einer Stromstärke von 1,5 mA pro cm2 Membranfläche. 
Anschließend wurde die Membran 1 h bei RT in TBST mit 8% Milchpulver abgesättigt und 
1 h mit dem Primärantikörper inkubiert (je nach Antikörper 1:200 bis 1:10000 in TBST). 
Nach dreimaligem Waschen für 10 min mit PBS wurde die Membran 1 h mit dem an 
Meerrettich-Peroxidase gekoppelten GoatαMouse Sekundärantikörper (1:10000 in TBST) 
inkubiert und dreimal 10 min mit TBST gewaschen. Zur Visualisierung der Proteinbanden 
wurde die Nitrozellulosemembran mit 10 ml ECL Lösung, die zu gleichen Teilen aus den 
ECL Lösungen A und B bestand, überschichtet und 1 min inkubiert. Die Flüssigkeit wurde 
entfernt, die Membran zwischen zwei Kopierfolien gelegt und 10-300 sec auf einem 
geeigneten Fotopapier (Hyperfilm ECL, Amersham) exponiert. Das belichtete Fotopapier 
wurde im Hyper Processor (Amersham, Braunschweig) entwickelt. 
 
 
7.3.6. Analyse radioaktiv markierter Proben mit dem PhosphoImager 
 
Nach dem Gellauf (vgl. Abschnitt 7.3.3.) wurde das Gel zur Analyse radioaktiver Proben 
auf ein Whatman Filterpapier gelegt, im Geltrockner für 2 h bei 80°C getrocknet und ÜN 
auf einer PhosphoImager Platte exponiert. Die Auswertung der Signale erfolgte mit dem 
PhosphoImager Fujix BAS 1000 (Fuji) und dem Computerprogramm MacBAS2000. Zur 
Quantifizierung von Banden wurden diese mit Rechtecken identischen Flächeninhaltes 





7.4.1. Allgemeine Materialien 
 
• Zellkultur Ausrüstung: Nunc (Roskilde, Dänemark), Sarstedt (Nümbrecht, Heidelberg), 
Falcon (Migge, Heidelberg) oder Costar (Cambridge, MA, USA) 
• Zellkulturschalen mit Ø 100 mm 
• 10x PBS: 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,5 g Na2HPO4 und 2,4 g KH2PO4 wurden in 900 ml 
ddH2O gelöst, der pH-Wert mit NaOH auf 7,4 eingestellt und mit ddH2O auf 1 l 
aufgefüllt. 
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7.4.2. Allgemeine Zellkulturtechniken 
 
7.4.2.1. Kultivierung von eukaryontischen Zelllinien 
 
• Cos7 Medium: 500 ml DMEM, 50 ml FCS 
• SH-SY5Y Medium: 500 ml MEM, 500 ml F12, 10 ml 100x MEM nichtessentielle 
Aminosäuren, 10 ml 200 mM L-Glutamin, 100 ml FCS 
• BHK Medium: 1 l GMEM, 10 ml 200 mM L-Glutamin, 50 ml FCS, 100 ml Phosphat 
Trypton Broth, 10 ml 104E/104 µg/µl Penicillin/Streptomycin 
 
Es wurde steril unter einer Werkbank mit vertikalem Luftstrom gearbeitet. Alle 
verwendeten Zellen wuchsen adhärent am Boden einer Zellkulturschale und wurden bei 
einer Temperatur von 37°C und einer CO2-Konzentration von 5% bei gesättigter 
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Zellen wurden im Abstand von 4-5 d in neue Kulturschalen 
überführt. Hierzu wurden sie mit PBS gewaschen und mit 2 ml Trypsin EDTA Lösung bei 
37°C 3-5 min inkubiert. Die Zellen wurden durch leichtes Klopfen von der Schale abgelöst. 
Danach wurden 8 ml frisches Medium zugegeben und 1 ml dieser Suspension in eine 
neue Kulturschale mit 10 ml frischem Kulturmedium überführt. 
 
 
7.4.2.2. Einfrieren von Zellen 
 
• Einfriermedium: Das spezielle Medium für die jeweilige Zelllinie wurde mit 30% FCS 
und 10% DMSO versetzt. 
 
Das Kulturmedium wurde abgenommen und die Zellen zweimal mit PBS und einmal mit 
frischem Medium gewaschen. Es wurden 5 ml frisches Medium zugegeben und die Zellen 
mit einem sterilen Zellschaber abgelöst. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml 
Plastikzentrifugenröhrchen überführt, die Kulturschale mit 5 ml Medium nachgespült und 
die beiden Zellsuspensionen vereinigt. Anschließend wurden die Zellen in der Heraeus-
Zentrifuge für 3 min bei 800 rpm und RT sedimentiert, in 1,5 ml Einfriermedium 
aufgenommen und in ein 2 ml Kryogefäß überführt. Die Zellen wurden 1 h bei 4°C 
inkubiert, ÜN bei -80°C aufbewahrt und am nächsten Tag zur Langzeitlagerung in 
flüssigen Stickstoff eingetaucht. 
 
 
7.4.2.3. FACscan Analyse 
 
Die Transfektion und Expression der APP-GFP Fusionskonstrukte in SH-SY5Y Zellen 
wurde in einem FACscan Gerät analysiert. Sechs bis acht Stunden nach der Transfektion 
wurde das Medium abgenommen. Dann wurden die Zellen mit 3 ml OptiMEM versetzt und 
mit einem Zellschaber abgelöst. Die Zellsuspension wurde anschließend in ein 15 ml 
Plastikzentrifugenröhrchen überführt. Die Schale wurde mit 3 ml OptiMEM nachgespült 
und diese Suspension ebenfalls in das Plastikzentrifugenröhrchen gegeben. Die Zellen 
wurden für 5 min bei 800 rpm abzentrifugiert, in 250 µl PBS resuspendiert und mit dem 
FACScan untersucht. 




7.4.3.1. Transfektion mit der Lipofectamin- oder Lipofectamin plus Methode 
 
4 µg DNA wurden mit 200 µl Opti-MEM versetzt (Lösung 1). Bei Transfektion mit 
Lipofectamin plus wurden zusätzlich 20 µl Plus Reagenz zugegeben. Dann wurde 30-45 
min bei RT inkubiert. In einem zweiten Gefäß wurden 30 µl Lipofectamin bzw. 
Lipofectamin plus mit 200 µl Opti-MEM versetzt (Lösung 2) und 30 min bei RT inkubiert. 
Lösung 1 und 2 wurden vereint, 15 min bei RT inkubiert und mit 600 µl OptiMEM aufgefüllt 
(„Transfektionslösung“). Die Zellen einer zu ~80% konfluent bewachsenen Schale wurden 
mit OptiMEM gewaschen und mit der Transfektionslösung bei 37°C inkubiert. Nach 8 h 
wurde die Transfektionslösung durch frisches Medium ersetzt. Die Zellen wurden ÜN bei 
37°C kultiviert und danach für Versuche verwendet oder zur Herstellung von stabil 
transfizierten Zellen weiter kultiviert. Dafür wurde das Medium abgenommen, 3 ml 
Medium mit Hygromycin (30 mg/ml) oder Neomycin (100 mg/ml) zugegeben und ÜN bei 
37°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen bei 37°C mit Trypsin EDTA Lösung 
abgelöst und in eine frische Kulturschale überführt. Nach einem Tag wurde das Medium 
gewechselt und die Zellen bis zu einer 80%igen Konfluenz kultiviert. Die Zellen wurden 
bei 37°C mit Trypsin EDTA Lösung abgelöst und auf zwölf neue Kulturschalen verteilt. 
Nachdem die Schalen zu 80% konfluent bewachsen waren, wurden Zellen aus 10 
Schalen eingefroren (vgl. Abschnitt 7.4.2.2.) und die restlichen Zellen weiter kultiviert. 
 
 
7.4.3.2. Transfektion mit der Kalziumphosphat Methode 
 
• 2x HBS1: 1,6 g NaCl, 0,074 g KCl, 0,027 g Na2HPO4, 0,2 g Glukose und 1,19 g Hepes 
wurden in 90 ml ddH2O gelöst und der pH-Wert mit 0,5 N NaOH auf 7,05 eingestellt. 
Anschließend wurde der Puffer auf 100 ml ddH2O aufgefüllt und durch einen Filter mit 
der Porengröße 0,22 µm (Steritop, Millipore) steril filtriert. 
 
10 µg DNA wurden in 62 µl 2,5 M CaCl2 und 430 µl 10 mM Tris-Cl, pH 7,5, gelöst und 
tropfenweise zu 500 µl 2x HBS1 gegeben. Nach 20 min bei RT wurde die Lösung mit 
500 µl Kulturmedium gemischt, auf die Zellen gegeben und 4 h bei 37°C und 5% CO2 
inkubiert. Die Transfektionslösung wurde abgenommen und die Zellen 1 min bei RT mit 
einer 1:1 Lösung aus 30% Glycerin und 2x HBS1 behandelt. Die Zellen wurden mit PBS 
gewaschen, 3 ml frisches Medium zugegeben und ÜN bei 37°C inkubiert. 
 
 
7.4.3.3. Transfektion durch Elektroporation 
 
Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, mit 3 ml Trypsin EDTA Lösung bei 37°C abgelöst 
und nach Zugabe von 7 ml OptiMEM in ein 15 ml Plastikzentrifugenröhrchen überführt. 
Die Suspension wurde für 5 min bei RT und 800 rpm zentrifugiert, der Überstand 
verworfen und die Zellen in 500 µl OptiMEM resuspendiert. Die Suspension wurde in eine 
Elektroporationsküvette überführt und 5 µg DNA zugegeben. Durch einmaliges Pulsen mit 
dem Gene Pulser (Capacitance Extender: 960 µF, Pulser: Ext/0,3 kV, Pulse Controller 
100Ω) wurde die Elektroporation vollzogen. Danach wurden die Zellen 15 min bei RT 
inkubiert, in eine Kulturschale mit 15 ml Medium überführt und 5 h bei 37°C kultiviert. 
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7.4.4. Metabolische Markierung von Zellen mit [35S]-Methionin 
 
Die radioaktive Markierung von Proteinen erfolgte durch den Einbau von [35S]-Methionin in 
neu synthetisierte Proteine. Transfizierte Zellen einer zu 80% konfluent bewachsenen 
Zellkulturschale wurden einmal mit PBS gewaschen und 30 min bei 37°C in 3 ml 
Methionin-freiem Medium kultiviert. Nach Zugabe von 50 µCi/ml Redivue L-[35S]-Methionin 
wurde für weitere 4 h inkubiert. Anschließend konnten die Zellen lysiert werden (vgl. 
Abschnitt 7.4.5.). Kortikale Neuronen mussten abweichend behandelt werden, da sie die 
Depletion von Methionin und die Waschschritte nicht tolerierten. Nach Infektion mit SFV 
wurde den Neuronen in 2 ml Medium 300 µCi/ml Redivue L-[35S]-Methionin zugesetzt, die 





• Aufschlusspuffer: 50 ml 2x Verdünnungspuffer, 10 ml 20% Nonidet P40, 10 ml 20% 
Triton X-100 ad 100 ml ddH2O 
• 2x Verdünnungspuffer: 100 mM Tris-Cl, pH 7,5, 300 mM NaCl, 4 mM EDTA 
• 10x Mediumpuffer: 250 mM Tris-Cl, pH 8,5, 5% Triton X-100, 5% Nonidet P40 
 
Nach einem Zellversuch wurde 1 ml Medium in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und 
so lange bei 4°C inkubiert, bis das Zelllysat für die Immunpräzipitation vorbereitet war 
(weiter s.u.). Das restliche Medium wurde verworfen. Zur Herstellung des Zelllysats 
wurden die Zellen dreimal mit kaltem PBS gewaschen. Bei 4°C wurden 500 µl kaltes PBS 
zugegeben, die Zellen abgeschabt und die Suspension in ein gekühltes 1,5 ml Reaktions-
gefäß überführt. Die Schale wurde mit 500 µl kaltem PBS gespült und die beiden Suspen-
sionen vereinigt. Die Zellen wurden für 6 min bei 6000 rpm und 4°C zentrifugiert, der 
Überstand verworfen und das Zentrifugat in 500 µl Aufschlusspuffer resuspendiert. 
Während einer 20minütigen Inkubation bei 4°C wurde der Ansatz mehrmals geschüttelt. 
Im Anschluss wurden die Membranteile und Kerne der lysierten Zellen durch eine Zentri-
fugation für 10 min bei 13000 rpm und 4°C sedimentiert. Der Überstand mit den gelösten 
Proteinen bzw. 1 ml Medium (s.o.) wurde einer Immunpräzipitation unterzogen (vgl. 
Abschnitt 7.3.1.). 
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7.4.6. Präparation von Zellmembranen für den GTPase Assay 
 
• Puffer A: 10 mM Tris-Cl, pH 7,5, 0,25 M Saccharose, 0,1 mM EDTA, pH 8,0 
• 1000x Proteaseinhibitor: 500 mM Pefabloc, 1 mM Leupeptin, 1 mM Pepstatin, 0,3 mM 
Aprotinin) 
• Saccharosekissen: In einem Beckman SW60 Zentrifugenröhrchen wurden 2 ml einer 
Lösung mit 10 mM Tris-Cl, pH 7,5, 1,7 M Saccharose und 0,1 mM EDTA, pH 8,0 mit 
2 ml Puffer A überschichtet. 
• Puffer B: 10 mM Tris-Cl, pH 7,5, 0,1 mM EDTA, pH 8,0 
• Puffer C: 10 mM Tris-Cl, pH 7,5, 0,7 M Saccharose, 0,1 mM EDTA, pH 8,0 
 
Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit einem Zellschaber in 1 ml Puffer A 
abgeschabt. Es wurde bei 4°C weiter gearbeitet. Die resuspendierten Zellen wurden mit 
Proteaseinhibitor versetzt und in einem Glashomogenisator mit 20 Hüben homogenisiert. 
Das Zellhomogenat wurde mit einer Spritze dreimal durch eine G26 Kanüle gepresst und 
auf ein zweiphasiges Saccharosekissen in einem Beckman SW60 Zentrifugenröhrchen 
aufgetragen. Es folgte eine Zentrifugation für 45 min bei 35000 rpm und 4°C. Dadurch 
bildete sich ein weißer Ring (Zellmembranen) an der Phasengrenze zwischen den beiden 
Saccharoselösungen. Mit einer 1000 ml Pipette wurde etwa 1 ml dieses weißlichen 
Membranmaterials aufgenommen und mit 1,5 ml Puffer B versetzt. Diese Suspension 
wurde auf ein zweiphasiges Saccharosekissen in einem Beckman SW60 Zentrifugen-
röhrchen aufgetragen und für 45 min bei 100000 rpm und 4°C zentrifugiert. Es wurde 1 ml 
des Membranmaterials aufgenommen, in einem SW60 Zentrifugenröhrchen mit 6 ml 
Puffer A gemischt und für 45 min bei 100000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Sediment mit 




7.5. Zellkultur primärer hippokampaler Zellen 
 
7.5.1. Allgemeine Materialien 
 
• Zellkulturschalen mit Ø 60 mm 
• Deckgläser: Ø 15 mm, Marienfeld (Bad Mergentheim) 
• MEM-HS Medium: 50 ml 10x MEM, 20 ml 5,5% NaHCO3 (sterilfiltriert), 15 ml 20% 
Glukose (sterilfiltriert), 5 ml 200 mM Glutamin, 10 ml 50x MEM Aminosäuren, 10 ml 
100x MEM nicht-essentielle Aminosäuren und 50 ml hitzeinaktiviertes Pferdeserum 
wurden mit 300 ml ddH2O gemischt, der pH-Wert mit 1 N NaOH auf 7,3 eingestellt und 
anschließend auf 500 ml ddH2O aufgefüllt. Das Medium wurde durch einen Filter mit 
der Porengröße 0,22 µm (Steritop, Millipore) steril filtriert und frisch verwendet. 
• PVA Eindecklösung: 8 g Polyvinylalkohol (MW 10000) wurde portionsweise in 40 ml 
0,2 M Tris-Cl, pH 8,5 bei 55°C gelöst und die Lösung abgekühlt. Es wurden 20 ml 
Glycerol und 2% (w/v) DABCO zugemischt, 15 Minuten bei 5000 rpm zentrifugiert und 
Aliquots bei -20°C aufbewahrt. 
• PBSCM: PBS, versetzt mit 1 mM CaCl2 und 0,5 mM MgCl2 
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7.5.2. Präparation von Deckgläsern und Kulturschalen für die Neuronenkultur 
 
• Borat Puffer: 1,24 g Borsäure und 1,9 g Natriumtetraborat (Borax) wurden in 400 ml 
ddH2O gelöst und bei 4°C aufbewahrt. 
• Poly-L-Lysin Lösung: Poly-L-Lysin wurde in einer Konzentration von 1 mg/ml in Borat 
Puffer gelöst, durch einen Filter mit der Porengröße 0,22 µm (Steritop, Millipore) steril 
filtriert und vor UV Licht geschützt bei 4°C aufbewahrt. 
• Teflongestell für Deckgläser: Maßanfertigung, Steinbrenner (Eberbach) 
 
Die hippokampalen Neuronen wurden auf Deckgläsern kultiviert, die vorher mit Poly-L-
Lysin beschichtet wurden. Dafür wurden die Deckgläser in ein speziell gefertigtes 
Teflongestell gestellt, mit ddH2O gespült und 16-24 h in 65% Salpetersäure eingetaucht. 
Danach wurden sie sechsmal 30 min mit ddH2O gewaschen und 30 min bei 150°C 
getrocknet. Anschließend wurde das Gestell mit Aluminiumfolie abgedeckt und 6 h bei 
240°C sterilisiert. Die Deckgläser wurden auf Kulturschalen verteilt, jeweils mit 3-4 
Tropfen Poly-L-Lysin Lösung bedeckt und 2 bis 3 Tage bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Die 
Poly-L-Lysin Lösung wurde abgenommen und die Kulturschalen dreimal mit 5 ml ddH2O 
gewaschen. Dann wurden 5 ml MEM-HS Medium zugegeben und die Kulturschalen vor 
Gebrauch mindestens 24 h in den Brutschrank gestellt. Für die Zellkultur kortikaler 




7.5.3. Herstellung von N2 Medium 
 
• N-MEM: 50 ml 10x MEM, 20 ml 5,5% NaHCO3 (sterilfiltriert), 15 ml 20% Glukose 
(sterilfiltriert), 5 ml 200 mM Glutamin und 5 ml 100 mM Pyruvat (sterilfiltriert) wurden 
unter sterilen Bedingungen ad 500 ml ddH2O gemischt und maximal 2 Wochen bei 
4°C aufbewahrt. 
• Insulin Stocklösung (5 mg/ml): 50 mg Insulin wurden in 10 ml 0,01 N HCl gelöst und 
Aliquots von 1 ml maximal 12 Monate bei -20°C aufbewahrt. 
• Progesteron Stocklösung (20 µM): 63 mg Progesteron wurden in 100 ml Ethanol 
gelöst und 1 ml dieser Lösung mit 99 ml ddH2O verdünnt. Aliquots von 1 ml wurden 
maximal 12 Monate bei -20°C aufbewahrt. 
• Putrescin Stocklösung (100 mM): 161 mg Putrescin wurden in 10 ml ddH2O gelöst und 
Aliquots von 1 ml maximal 12 Monate bei -20°C aufbewahrt. 
• Selendioxid Stocklösung (30 µM): 33 mg Selendioxid wurden in 100 ml ddH2O gelöst 
und 1 ml dieser Lösung mit 99 ml ddH2O verdünnt. Aliquots von 1 ml wurden maximal 
12 Monate bei -20°C aufbewahrt. 
• N2-Supplement: 1 ml Insulin Stocklösung, 1 ml Progesteron Stocklösung, 1 ml 
Putrescin Stocklösung, 1 ml Selendioxid Stocklösung und 100 mg humanes 
Transferrin wurden ad 100 ml N-MEM gelöst und durch einen Filter mit der 
Porengröße 0,22 µm (Steritop, Millipore) steril filtriert. Es wurden Aliquots von 10 bis 
50 ml hergestellt und maximal 6 Monate bei -20°C aufbewahrt. 
 
20 ml N2-Supplement, 20 ml 1% Ovalbumin, 4 ml B27 Supplement und 160 ml N-MEM 
wurden unter sterilen Bedingungen gemischt und maximal 10 Tage bei 4°C aufbewahrt. 
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7.5.4. Präparation der primären Neuronen 
 
7.5.4.1. Präparation der hippokampalen Neuronen 
 
• HBSS: 8 g NaCl, 0,4 g KCl, 0,186 g CaCl2x2H2O, 0,2 g MgSO4x7H2O, 0,06 g 
Na2HPO4x2H2O, 0,06 g KH2PO4, 1 g D(+)Glukose und 35 mg NaHCO3 wurden in 900 ml 
ddH2O aufgelöst, der pH-Wert mit NaOH auf 7,3 eingestellt und mit ddH2O auf 1 l 
aufgefüllt. Der Puffer wurde durch einen Filter mit der Porengröße 0,22 µm (Steritop, 
Millipore) steril filtriert und vor Gebrauch pro 100 ml Puffer mit 0,7 ml 1 M Hepes-
NaOH, pH 7,35 versetzt. 
• Trypsin EDTA Puffer: Zu 100 ml Trypsin EDTA Lösung (Sigma, Deisenhofen) wurden 
1 ml 1 M Hepes-NaOH, pH 7,35 und 1 ml 104E/104 µg/µl Penicillin/Streptomycin 
gegeben und die Lösung in Aliquots von 5 ml bei -20°C aufbewahrt. 
• N2 Medium (vgl. Abschnitt 7.5.3.) 
• Neubauer Zählkammer: Renner (Darmstadt) 
• Set 1: Schere spitz/spitz, 130 mm; 2 Pinzetten gerade, stumpf, 160 mm 
• Set 2: Feine chirurgische Schere spitz/spitz, 105 mm; 2 gerade Pinzetten Dumont No. 5 
• Set 3: Mikroschere gebogen nach Castroviejo, 100 mm; 1 gerade Pinzette Dumont 
No. 5; 1 gebogene Pinzette Dumont No. 7 
• Set 4: Mikroschere gebogen nach Vannas, 80 mm; 2 gerade Pinzetten Dumont No. 5 
• Deckgläser, Ø 15 mm, mit Poly-L-Lysin Lösung behandelt (vgl. Abschnitt 7.5.2.) 
 
Eine schwangere Sprague-Dawley Ratte (E17) wurde 6 min einer Ätheratmosphäre 
ausgesetzt und auf diese Weise getötet. Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden die 
folgenden Schritte in einer Werkbank mit vertikalem Luftstrom durchgeführt. Das 
Abdomen wurde mit 70% Ethanol sterilisiert und das Fell mit Hilfe einer Pinzette und einer 
Schere (Set 1) entlang der Medianen eröffnet. Das Fell wurde zur Seite geklappt und das 
Visceropleurum geöffnet. Der Uterus mit den Embryonen wurde entnommen (Set 2), 
indem das Amnion exakt neben der Plazenta, die an ihrer dunklen Färbung zu erkennen 
war, aufgeschnitten wurde. Die etwa 22 bis 25 mm langen Embryonen wurden in eine 
Kulturschale mit HBSS überführt. Die Embryonen wurden dekapitiert und die Köpfe in 
eine Schale mit frischem HBSS überführt. Zur Entnahme des Gehirns (Set 3) wurde das 
Gesicht nach oben gerichtet, der Kopf im Bereich der Ohren fixiert und von den Augen her 
beginnend die Schädeldecke mit einer Schere entlang der Medianen geöffnet. Das Gehirn 
wurde nach vorne herausgeklappt, möglichst vollständig entfernt und in eine Schale mit 
frischem HBSS überführt. Die folgenden Schritte wurden in einer Werkbank mit laminarem 
Luftstrom unter einem Binokular durchgeführt. Mit Set 4 wurden die Hemisphären des 
Gehirns entlang der großen Blutgefäße vom Hirnstamm und Corpus callosum abgelöst. 
Es wurde zur Hälfte eingeschnitten und das restliche Gewebe durch Reißen getrennt. Die 
Hemisphären wurden von der Hirnhaut befreit um den Hippokampus freizulegen. Der 
Hippokampus wurde so eng wie möglich herausgeschnitten um Kontaminationen mit 
anderen Zellen zu vermeiden. Die Hippokampi aller Embryonen wurden in einer 
Kulturschale mit HBSS gesammelt und mit einer sterilen Plastikpipette in ein 15 ml 
Plastikzentrifugenröhrchen überführt. Nach dem Absetzen der Hippokampi wurde das 
meiste HBSS entfernt, 5 ml Trypsin EDTA Puffer zugegeben und 15 min bei 37°C 
inkubiert. Der Trypsin EDTA Puffer wurde entfernt und die Hippokampi viermal 5 min mit 
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warmem HBSS gewaschen. Danach wurden sie in 1,5 ml warmem HBSS durch 
10maliges vorsichtiges Auf- und Abpipettieren mit einer Pasteurpipette dissoziiert. Mit 
einer zweiten Pasteurpipette, deren Öffnung in der Flamme des Bunsenbrenners zur 
Hälfte verengt wurde, wurde durch 10maliges Auf- und Abpipettieren eine komplette 
Dissoziation des Gewebes erreicht. Die Zahl der Zellen wurde in einer Neubauer 
Zählkammer bestimmt. Hippokampale Neuronen erschienen im Phasenkontrast hell mit 
dunklem Rand, während Gliazellen als einheitlich dunkle Punkte zu erkennen waren. Die 
Kontamination mit Gliazellen lag stets unter 10%. Für die immunzytochemischen 
Versuche wurden 2500 Zellen pro cm2 auf den Deckgläsern ausplattiert. Nach 1 h wurde 
das MEM-HS Medium abgenommen und durch 10 ml N2 Medium ersetzt. Die Zellen 
wurden bei 36,5°C und 5% CO2 inkubiert. Um eine mögliche Proliferation der Gliazellen 
zu verhindern, wurde nach 3 Tagen Arabinose-C in einer Endkonzentration von 5 mM 
zugegeben. Beim Wechsel des Mediums wurde nur die Hälfte des Gesamtvolumens 
ausgetauscht. Nach 12 Tagen in Kultur wurden die Neuronen für die Versuche verwendet. 
 
 
7.5.4.2. Präparation der kortikalen Neuronen 
 
• Material und Puffer: siehe unter 7.5.4.1. 
• Kulturschalen, Ø 60 mm, mit Poly-L-Lysin Lösung behandelt (vgl. Abschnitt 7.5.2.) 
 
Die Präparation der kortikalen Neuronen wurde von Ingica Tomic ausgeführt. Die 
Gewinnung der Rattenembryonen und Entnahme der Gehirne geschah wie bei der 
Präparation der hippokampalen Neuronen. Zur Präparation der Neuronen wurde nur der 
Kortexbereich benutzt. Mit Set 4 wurden die Meningen, störendes Rückenmark und 
weiteres Hirngewebe entfernt. Dazu wurde das Hirn mit einer Pinzette ausgehöhlt, bis nur 
noch das medial zusammenhängende Kortexgewebe vorlag. Ausgebreitet stellte sich der 
Kortex in einer schmetterlingsartigen Form dar. Das Kortexgewebe aller Embryonen 
wurde in einer Kulturschale mit HBSS gesammelt und mit einer sterilen Plastikpipette in 
ein 15 ml Plastikzentrifugenröhrchen überführt. Nach dem Absetzen der Kortexe wurde ab 
der Trypsinisierung des Gewebes und bei der Kultivierung der Zellen genauso verfahren 
wie bei der Präparation und Kultivierung der hippokampalen Neuronen. Für die 
biochemischen Versuche wurden 20000 Zellen pro cm2 in die Kulturschalen ausplattiert. 
Nach 12 Tagen in Kultur wurden die Neuronen für die Versuche verwendet. 
 
 
7.5.5. Methoden bei BHK Zellen 
 
7.5.5.1. Produktion von Semliki Forest Virus 
 
• BHK Medium: siehe unter 7.4.2.1. 
• Gene Pulser: Biorad (München) 
 
Die BHK Zellen wurden in einer 75 cm2 Zellkulturflasche bis zu einer Konfluenz von 80% 
kultiviert (ca. 107 Zellen) bevor sie für die Virusproduktion verwendet wurden. Eine frische 
Zellkulturflasche wurde mit 15 ml BHK Medium befüllt und in den Brutschrank gestellt 
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(weiter s.u.). Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und mit 2 ml Trypsin EDTA 
Lösung versetzt. Nach einer 5minütigen Inkubation bei 37°C hatten sich die Zellen vom 
Boden der Flasche abgelöst und wurden in 10 ml BHK Medium resuspendiert. Die 
Zellsuspension wurde in ein 15 ml Plastikzentrifugenröhrchen überführt und die Zellen in 
der Heraeus-Zentrifuge für 6 min bei 1400 rpm und 4°C sedimentiert. Das Sediment 
wurde in 10 ml kaltem PBS resuspendiert und erneut für 6 min bei 1400 rpm und 4°C 
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 0,8 ml PBS resuspendiert und in eine sterile 
Elektroporationsküvette überführt. 20 µl RNA und 40 µl Helfer RNA aus der in vitro 
Transkription (vgl. Abschnitt 7.2.1.) wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß vorgemischt 
und zu den Zellen in die Elektroporationsküvette gegeben. Durch zweimaliges Pulsen mit 
dem Gene Pulser (Capacitance Extender 960 µF, Pulser Capacitance 25, 850 kV) wurde 
die Elektroporation vollzogen und die Zellen sofort in das vorgewärmte Medium (s.o.) in 
den 37°C Inkubator überführt. Nach 4 h wurde das Medium abgenommen, 7,5 ml frisches 
Medium hinzugegeben und weitere 20 h inkubiert. Das Medium wurde abgenommen und 
abgestorbene Zellen bzw. Zelltrümmer für 10 min bei 1500 rpm in der Heraeus-Zentrifuge 
sedimentiert. Aliquots von 0,5 ml dieses sog. „Virus-Stocks“ wurden in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt. 
 
 
7.5.5.2. Überprüfung der Virusqualität 
 
• BHK Medium: siehe unter 7.4.2.1. 
• PBSCM: PBS, versetzt mit 1 mM CaCl2 und 0,5 mM MgCl2 
• Fixierlösung: 4% Paraformaldehyd und 4% Saccharose in PBSCM 
• Blocklösung: 2% FCS, 2% BSA, 0,2% Fischgelatine in PBS 
• Mowiol Eindecklösung: 2,4 g Mowiol wurden in 6 g Glyzerin gelöst, mit 6 ml ddH2O 
versetzt und ÜN bei RT aufbewahrt. Nach Zugabe von 12 ml 0,2 M Tris-Cl, pH 8,5 
wurde 10 min auf 50°C erwärmt und für 15 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Es wurden 
2,5% (w/v) DABCO zugegeben und Aliquots von 1 ml bei -20°C aufbewahrt. 
 
BHK Zellen wurden auf Deckgläsern bis zu einer Konfluenz von 80% kultiviert, mit PBS 
gewaschen und in einer feuchten Kammer mit 250 µl „Virus Stock“ (vgl. Abschnitt 7.5.5.1.) 
bedeckt. Nach 1 h Inkubation bei 37°C und 5% CO2 wurden die Deckgläser in eine 
Kulturschale überführt und mit frischem BHK Medium weitere 5 h kultiviert. Anschließend 
wurde die Expression des viral eingeschleusten Proteins immunzytochemisch untersucht. 
 
Dazu wurden infizierte BHK Zellen bei RT zweimal mit PBSCM gewaschen und 20 min mit 
Fixierlösung behandelt. Danach wurde dreimal mit PBS gewaschen, die Zellen für 5 min 
mit 0,1% Triton X-100 in PBS solubilisiert und wiederum dreimal mit PBS gewaschen. Die 
Zellen wurden 30 min mit Blocklösung und daraufhin 1 h bei 37°C mit dem Erstantikörper 
inkubiert (pAK 86090, 1:500 in 10% Blocklösung in PBS). Es wurde dreimal mit PBS 
gewaschen und 20 min bei 37°C mit dem Zweitantikörper inkubiert (GoatαRabbit - 
gekoppelt an LRSC, 1:200 in 10% Blocklösung in PBS). Die Zellen wurden dreimal mit 
PBS gewaschen und ÜN bei 37°C mit Mowiol eingebettet. Zur Analyse wurden die 
Präparate im Fluoreszenzmikroskop betrachtet. 
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7.5.6. Methoden bei primären Neuronen 
 
7.5.6.1. Infektion mit Semliki Forest Virus 
 
• N2 Medium: siehe unter 7.5.3. 
 
Das Medium der Kulturschalen mit hippokampalen Neuronen wurde abgenommen und 
die Deckgläser mit den 12 Tage alten Neuronen (vgl. Abschnitt 7.5.4.) in eine feuchte 
Kammer überführt. Dann wurden die Neuronen mit 250 µl „Virus Stock“ bedeckt (vgl. 
Abschnitt 7.5.5.1.), der je nach Verwendung 1:10 bis 1:100 in N2 Medium verdünnt war. 
Nach 1 h Inkubation bei 37°C wurden die Deckgläser zurück in die ursprüngliche 
Kulturschale gebracht. Nach weiteren 4 h Inkubation bei 37°C wurden die Zellen einer 
immunzytochemischen Behandlung unterzogen und ein Dauerpräparat angefertigt. Zur 
Analyse wurden die Präparate im Fluoreszenzmikroskop betrachtet. 
 
Zur Infektion kortikaler Neuronen wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit 1,5 
ml „Virus Stock“ bedeckt (vgl. Abschnitt 7.5.5.1.), der je nach Verwendung 1:10 bis 1:100 
in N2 Medium verdünnt war. Nach 1 h Inkubation bei 37°C wurde die Infektionslösung 
durch frisches Medium ersetzt. Nach weiteren 16-24 h Inkubation bei 37°C wurden die 
kortikalen Neuronen lysiert und für die weiteren Versuche verwendet. 
 
 
7.5.6.2. Transfektion von Neuronen mit der Kalziumphosphat Methode 
 
• EndoFree Plasmid Kit: Qiagen (Düsseldorf) 
• 2x BBS: 280 mM NaCl, 1,5 mM Na2HPO4, 50 mM BES. Der pH-Wert wurde mit NaOH 
auf 7,1 eingestellt. Anschließend wurde der Puffer durch einen Filter mit der 
Porengröße 0,22 µm (Steritop, Millipore) steril filtriert. 
• HBS2: 135 mM NaCl, 4 mM KCl, 1 mM Na2HPO4, 10 mM Glukose, 2 mM CaCl2, 1 mM 
MgCl2 und 20 mM Hepes. Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,35 eingestellt. 
Anschließend wurde der Puffer durch einen Filter mit der Porengröße 0,22 µm 
(Steritop, Millipore) steril filtriert. 
 
Das Protokoll nach Köhrmann et al. (1999) erlaubte es, Neuronen ohne Verwendung von 
SFV zu transfizieren. Voraussetzungen für eine erfolgreiche Transfektion waren der 
korrekte pH-Wert des Transfektionsmediums von 7,8 und eine endotoxinfreie DNA. Um 
die gewünschte Qualität herzustellen, wurde DNA verwendet, die mit dem EndoFree 
Plasmid Kit (Qiagen, vgl. Abschnitt 7.1.2.5.) gewonnen wurde. 5 µg DNA wurden in 60 µl 
2 M CaCl2 gelöst. Unter Schütteln wurden langsam 60 µl 2x BBS hinzugetropft. Zu der 
neuronalen Zellkultur wurden 2 ml frisches Medium und die Transfektionslösung 
hinzugegeben. Die Zellen wurden bei 36,5°C und 2,5% CO2 inkubiert bis Ca3(PO4)2-
Kristalle sichtbar waren. Die Reaktion wurde durch zweimaliges Waschen mit 
vorgewärmten HBS2 gestoppt und frisches Medium zugegeben. Nach 12-16 h wurde die 
Proteinexpression analysiert. 
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7.5.6.3. Immunzytochemische Darstellung von Proteinen mit myc-tag 
 
• PFA Fixierlösung: 2 g Paraformaldehyd wurden zu 25 ml ddH2O gegeben und 2 h bei 
60°C gerührt. Es wurde NaOH bis zur Klärung der Lösung zugegeben. Nach Zugabe 
von 25 ml 2x PBS und 2 g Saccharose wurde die Lösung auf 4°C abgekühlt und durch 
einen Einmalfilter mit der Porengröße 0,22 µm (Steritop, Millipore) steril filtriert. 
• Solubilisierungslösung: PFA Lösung mit 0,02% Saponin 
• Blocklösung: 3% BSA, 1,5% Ziege Normalserum in PBS 
 
Die Deckgläser mit den hippokampalen Neuronen (vgl. Abschnitt 7.5.4.1.) wurden 4 h 
nach der Infektion mit PBSCM gewaschen, 10 min bei 37°C und anschließend 20 min bei 
RT mit warmer PFA Fixierlösung behandelt. Danach wurden die Zellen 5 min bei RT mit 
Solubilisierungslösung inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen 
in einer feuchten Kammer 30 min bei RT mit Blocklösung inkubiert und danach 1 h bei RT 
mit den Erstantikörpern A14 und αMAP2 behandelt (je 1:100). Es wurde dreimal mit PBS 
gewaschen und 60 min bei RT mit den Zweitantikörpern GoatαRabbit - gekoppelt an Cy2 
und GoatαMouse - gekoppelt an LRSC inkubiert (je 1:400). Die Zellen wurden dreimal mit 
PBS gewaschen und mit ca. 50 µl PVA Eindecklösung pro Deckglas eingebettet. Die 
Aushärtung erfolgte ÜN bei RT. Zur Analyse wurden die Präparate im 




7.5.6.4. Immunzytochemische Darstellung von Tau Protein 
 
• Extraktionspuffer: 16 ml 0,5 M Pipes, pH 6,8, 100 µl 1 M MgCl2, 6,6 ml 15 mM EGTA, 
30 ml Glyzerin und 53,2 mg GTP ad 100 ml ddH2O 
• Tau Puffer I: Extraktionspuffer mit 0,02% Saponin 
• Tau Puffer II: Extraktionspuffer mit 2% Formaldehyd und 0,1% Glutaraldehyd 
• Tau Puffer III: PBS mit 0,1% Triton X-100 
• Tau Puffer IV: PBS mit 0,1% NaBH4 
• Tau Puffer V: 0,1 M Glyzerinlösung in PBS (frisch angesetzt) 
• Tau Puffer VI: PBS mit 1% BSA 
 
Die Deckgläser mit den hippokampalen Neuronen (vgl. Abschnitt 7.5.4.1.) wurden 5 min 
bei RT mit PBSCM gewaschen und auf einem 37°C warmen Heizblock zweimal 2 min mit 
Extraktionspuffer inkubiert. Dann wurde 30 sec mit Tau Puffer I solubilisiert und erneut 
zweimal 2 min mit Extraktionspuffer behandelt. Die Zellen wurden 1 h mit Tau Puffer II 
fixiert. Es wurde dreimal mit PBS gewaschen, die Zellen in einer feuchten Kammer 30 min 
bei RT mit Tau Puffer III inkubiert und 5 min mit PBS gewaschen. Dann wurde 7 min mit 
Tau Puffer IV und 20 min mit frischem Tau Puffer V inkubiert. Nach 1 h Inkubation mit Tau 
Puffer VI wurden die Zellen ÜN bei 4°C mit dem Erstantikörper versetzt (αTau-1, 1:400-
1:800 in 1% BSA in PBS). Es wurde dreimal mit PBS gewaschen und 30 min bei RT und 
30 min bei 4°C mit dem Zweitantikörper inkubiert (GoatαMouse - gekoppelt an LRSC, 
1:400 in 1% BSA in PBS). Die Zellen wurden dreimal 5 min mit PBS gewaschen, mit 
ddH2O abgespült und mit ca. 50 µl PVA Eindecklösung pro Deckglas eingebettet. Die 
Aushärtung erfolgte ÜN bei RT. Zur Analyse wurden die Präparate im Fluoreszenz-
mikroskop betrachtet. 
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